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RESUMO 

 

BARROSO, Claudia Bastos. Avaliação da atividade antibacteriana de isatina, outros 

derivados e extratos de espécies vegetais em linhagens de Campylobacter spp. 2022. 63 f. 

Tese (Doutorado em Ciência, Tecnologia e Inovação em Agropecuária). Pró-Reitoria de 

Pesquisa e Pós-Graduação, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2022. 

 

Campylobacter é um importante patógeno zoonótico, distribuído mundialmente, e causador de 

gastroenterites em humanos transmitido por alimentos (Campilobacteriose). Nesse sentido, as 

pesquisas com Campylobacter sp. em carnes de frango assumem relevância no Brasil, devido 

a sua atuação como o maior exportador mundial. Isto é agravado, quando a antibioticoterapia 

se faz necessária e o Campylobacter já tem desenvolvido vários mecanismos de resistência 

antimicrobiana. Na lista da OMS, o Campylobacter é um dos patógenos de alta prioridade  para 

o desenvolvimento de novas alternativas aos antimicrobianos já existentes. Assim, as plantas 

medicinais são alternativas relevantes para o uso em alimentos ou como controle de agentes 

patogênicos, devido a sua alta potência e efeitos colaterais reduzidos. Com este objetivo foram 

estudadas 39 amostras, dentre elas extratos vegetais brutos e frações, isatina comercial, óleos 

fixos, produtos naturais isolados e derivados sintéticos como possíveis agentes antibacterianos 

frente a linhagens de Campylobacter spp. A metodologia usada para a triagem das amostras foi 

o teste de disco-difusão. As amostras foram submetidas as cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, utilizadas como padrão do teste disco-difusão, e 

Campylobacter jejuni ATCC 33560. Os resultados mostraram que das 39 amostras avaliadas, 

apenas a isatina, mostrou atividade antibacteriana frente a cepa de C. jejuni ATCC. A partir do 

resultado satisfatório obtido com a isatina foi determinada a  Concentração Mínima Inibitória 

(MIC) pela técnica de microdiluição em microplaca  em 30  linhagens de Campylobacter spp. 

selecionadas  na coleção de CCAMP, incluindo a cepa padrão Campylobacter jejuni ATCC 

33560. Dentre as linhagens de Campylobacter analisadas, verificou-se que o MIC=8 µg/mL foi 

encontrado em 76% (23) das cepas testadas, o MIC=16 µg/mL foi encontrado em 17% (5) das 

cepas, e 7% (2) apresentaram MIC<1 µg/mL. Já as Concentrações Bactericidas Mínimas 

(MBC) mostraram que 73% (22) das cepas apresentaram MBC= 16 µg/mL, 20% (6) com  

MBC=8,0 µg/mL e 7% (2) com MBC <1,0 µg/mL. O teste de citotoxicidade para determinar o 

valor de IC50 em células normais da linhagem MRC-5 apresentou-se satisfatório até a 

concentração de 128 µg/mL. Este estudo demonstra  o potencial da  atividade da isatina em 

relação as espécies de Campylobacter, onde concentrações muito baixas desta substância foram 

capazes de agir frente as bactérias deste gênero. Vários autores estudam a relação de extratos, 

óleos essenciais e derivados isolados de plantas frente a diversas bactérias patogênicas, mas em 

relação ao Campylobacter, esse estudo é inexistente. Os resultados encontrados apontam para 

a necessidade de aprofundar as pesquisas não só com a isatina mas, também, procurar opções 

de novas substâncias com potencial atividade para o controle de infecções bacterianas, além de 

redução dos efeitos colaterais apresentados pelos antibióticos de uso clínico. 

 

Palavras-chave: Isatina. Atividade antibacteriana. Extratos vegetais. Campylobacter spp. 
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ABSTRACT 

 

BARROSO, Claudia Bastos. Evaluation of the antibacterial activity of isatin, other 

derivatives and extracts of plant species in Campylobacter spp strains. 2022. 63 p. Thesis 

(Doctorate degree in Science, Technology and Innovation in Agriculture). Dean of Research 

and Graduate studies, Federal Studies, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, 

2022.  

Campylobacter is an important zoonotic pathogen, distributed worldwide, and the cause of 

foodborne gastroenteritis in humans (Campylobacteriosis). In this sense, research with 

Campylobacter sp. in chicken meat takes on relevance in Brazil, due to its role as the world's 

largest exporter. This is aggravated when antibiotic therapy is necessary, and Campylobacter 

has already developed several mechanisms of antimicrobial resistance. On the WHO list, 

Campylobacter is one of the high priority pathogens for the development of new alternatives to 

existing antimicrobials. Thus, medicinal plants are relevant alternatives for use in food or as 

pathogen control, due to their high potency and reduced side effects. With this objective, 39 

samples were studied, including crude plant extracts and fractions, commercial isatin, fixed 

oils, isolated natural products, and synthetic derivatives as possible antibacterial agents against 

strains of Campylobacter spp. The methodology used for screening the samples was the disk-

diffusion test. The samples were subjected to strains of Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Escherichia coli ATCC 25922, used as standard for the disk-diffusion test, and Campylobacter 

jejuni ATCC 33560. The results showed that of the 39 samples evaluated, only isatin showed 

antibacterial activity against the strain of C. jejuni ATCC. Based on the satisfactory result 

obtained with isatin, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined using the 

microdilution technique in microplates in 30 strains of Campylobacter spp. selected from the 

CCAMP collection, including the standard strain Campylobacter jejuni ATCC 33560. Among 

the strains of Campylobacter analyzed, it was found that MIC=8 µg/mL was found in 76% (23) 

of the tested strains, MIC=16 µg /mL was found in 17% (5) of the strains, and 7% (2) had 

MIC<1 µg/mL. The Minimum Bactericidal Concentrations (MBC) showed that 73% (22) of 

the strains had MBC=16 µg/mL, 20% (6) with MBC=8.0 µg/mL and 7% (2) with MBC <1, 0 

µg/mL. The cytotoxicity test to determine the IC50 value in normal cells of the MRC-5 lineage 

was satisfactory up to a concentration of 128 µg/mL. This study demonstrates the potential of 

isatin activity in relation to Campylobacter species, where very low concentrations of this 

substance were able to act against bacteria of this genus. Several authors study the relationship 

of extracts, essential oils and derivatives isolated from plants against different pathogenic 

bacteria, but in relation to Campylobacter, this study is non-existent. The results found point to 

the need to deepen research not only with isatin but also to look for options for new substances 

with potential activity for the control of bacterial infections, in addition to reducing the side 

effects presented by antibiotics for clinical use. 

 

Keywords: Isatin. Antibacterial activity. Plant extracts. Campylobacter spp. 
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RESUMEN AMPLIADO 

 

BARROSO, Claudia Bastos. Evaluación de la actividad antibacteriana de isatina, otros 

derivados y extractos de especies vegetales en cepas de Campylobacter spp. 2022. 63 h. 

Tesis (Doctorado en Ciencia, Tecnología e Innovación en la Agricultura). Decano de 

Investigación y Estudios de Posgrado, Universidad Federal de Rio de Janeiro, Seropédica, 

2022. 

 

1. Introducción 

 

Campylobacter es un patógeno zoonótico importante, distribuido en todo el mundo, que 

causa gastroenteritis en humanos transmitida por los alimentos (campylobacteriosis). En este 

sentido, la investigación con Campylobacter sp. en carne de pollo cobran relevancia en Brasil, 

debido a su rol como el mayor exportador mundial. Esto se ve agravado por la llegada de la 

multirresistencia a los antimicrobianos, que aumenta la necesidad de buscar nuevas alternativas 

a los antimicrobianos existentes. Así, las plantas medicinales son alternativas relevantes para 

su uso en alimentos o como control de patógenos, debido a su alta potencia y efectos 

secundarios reducidos. Además, la isatina y sus derivados se han mostrado en la literatura con 

un amplio perfil farmacológico (Figura 1). 

 

 
 

Figura 1. Estructura de la isatina (1H-indol-2,3-diona). Fuente: SILVA, 2018. 

 

2. Material y Métodos 

Se estudiaron 39 muestras, entre extractos, aceites fixos, productos naturales aislados y 

derivados sintéticos como posibles agentes antimicrobianos frente a cepas de Campylobacter 

spp. La metodología utilizada para ensayar las muestras fue la metodología del Disco-Difusion, 

según el método de Kirby-Bauer. Las muestras se evaluaron contra las cepas Staphylococcus 

aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Campylobacter jejuni ATCC 33560. 

En la Tabla 1 se muestra el listado de cepas de Campylobacter, su origen, lugar y fecha 

de aislamiento, trabajadas en esta etapa y que fueron donadas por la Colección Campylobacter 

(CCAMP), del Instituto Oswaldo Cruz / FIOCRUZ.  
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Tabla 1. Lista de cepas donadas de la colección Campylobacter (CCAMP). Fuente: Laboratorio 

de Zoonosis Bacterianas / Colección Campylobacter del Instituto Oswaldo Cruz 
 

 
No. 

CCAMP 

Fecha de 

aislamiento 
Local Origen Especie 

1 1553 1980 USA animal C. jejuni 

2 499 1999 RJ humana C. jejuni 

3 1504 2007 RJ animal C. coli 

4 1505 2007 RJ animal C. coli 

5 1507 2007 RJ animal C. coli 

6 1509 2007 RJ animal C. coli 

7 1510 2007 RJ animal C. coli 

8 1023 2008 RJ comida C. jejuni 

9 1051 2009 RJ comida C. coli 

10 1052 2009 RJ comida C. coli 

11 1057 2009 RJ comida C. coli 

12 1477 2009 RJ humana C. jejuni 

13 1062 2010 RJ comida C. coli 

14 1064 2010 RJ comida C. coli 

15 1067 2010 RJ comida C. coli 

16 1490 2011 RJ humana C. jejuni 

17 1519 2014 RS comida C. jejuni 

18 1520 2014 RS comida C. jejuni 

19 1521 2014 RS comida C. jejuni 

20 1523 2014 RS comida C. jejuni 

21 1536 2014 RS comida C. jejuni 

22 1543 2014 RS comida C. jejuni 

23 1547 2014 RS comida C. jejuni 

24 1549 2014 RS comida C. jejuni 

25 1552 2014 RS comida C. jejuni 

26 1499 2015 RJ humana C. jejuni 

27 1538 2015 RS animal C. jejuni 

28 1554 2015 RJ animal C. coli 

29 1555 2015 RJ animal C. jejuni 

30 1574 2016 RJ animal C. jejuni 

 

Después de preparar las microplacas y agregar el microorganismo, se homogeneizó el 

contenido con movimientos circulares durante 1 minuto antes de incubar a 37 °C durante 24/ 

48 h, en un frasco con atmósfera microaerófila. Ensayos de microdilución en caldo fueron 
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realizados por triplicado. La atmósfera microaerófila se elaboró utilizando la envoltura Gaspak 

EZ Campy, de Becton Dickinson®. 
 

3. Resultados y Discusión 

 

Los resultados mostraron que, de las 39 muestras evaluadas, solo la isatina mostró 

actividad antibacteriana contra la cepa C. jejuni ATCC probada. Aunque varias referencias 

bibliográficas ya han estudiado la relación de extractos, aceites esenciales y derivados aislados 

de plantas frente a varias bacterias patógenas, en relación con Campylobacter, este estudio es 

inexistente.  

A partir del resultado satisfactorio obtenido con isatina, se realizó la determinación de 

Concentración Mínima Inhibitoria en microplaca contra las cepas de Campylobacter 

seleccionadas en la colección CCAMP, incluyendo la cepa Campylobacter jejuni ATCC 33560. 

Entre las bacterias analizadas, se verificó que la CIM = 8 µg/mL se encontró en el 73% (22) de 

las cepas analizadas, incluida C. jejuni ATCC 33560. La MIC = 16 µg/mL se encontró en el 

13% de las cepas, y el 7% tuvo MIC = 4.0 µg/mL y MIC < 1 µg/ml cada uno. 

 

Los extractos y fracciones de las especies descritas y analizadas Kalonchoe brasilienses 

(Crassulaceae), Pyostegia venusta (Bignoceaceae), Ulva fasciata - R6 (extracto crudo caliente 

sin el polisacárido de ulvana) y Ulva fasciata - R7 (fracción lipídica) presentaron grandes zonas 

de inhibición. Sin embargo, también hubo un crecimiento, en la parte interna del halo, de 

algunas 'colonias satélites'. La presencia de estas 'colonias satélites' de Campylobacter en la 

zona de inhibición del crecimiento indica que algunas células mutantes resisten a la acción de 

estos extractos utilizados. 

 

Tabla 2. Resultados obtenidos para el efecto antimicrobiano de extractos de Kalonchoe 

brasilienses (Crassulaceae), Pyostegia venusta (Bignoceaceae), Ulva fasciata - R6 

(extracto crudo caliente sin el polisacárido de ulvana) y Ulva fasciata - R7 (fracción 

lipídica). Fuente: LABZOO/CCAMP  

 

Extractos 

S. aureus 

ATCC25922 

E. coli  

ATCC25923 

C. jejuni 

ATCC 33560 

Halo de inhibición (mm) 

Kalonchoe brasilienses No No 19 

Pyostegia venusta No No 24 

R6 - extracto caliente crudo de Ulva fasciata No No 15 

R7 – fracción lipídica de Ulva fasciata No No 13 

Solución dimetilsulfóxido al 1% v/v (control 

Negativo) 
No No No 

Disco comercial de Ciprofloxacina a 5µg/mL 

(control positivo) 
Sí sí 24 

 

Considerando el potencial de actividad antimicrobiana ya reportado en la literatura 

(GARG et al., 1992; SILVA, 2007; PURABI et al., 2012) para las especies Pyrostegia venusta, 

Kalonchoe brasilienses y Ulva fasciata, sus extractos fueron seleccionados para ser analizados 

mediante la metodología de difusión en disco contra las bacterias S. aureus ATCC25922, E. 

coli ATCC25923 y C. jejuni ATCC 33560. 

La Concentración Mínima Inhibitoria (MIC) se definió como la concentración más baja 

de isatina en µg/mL capaz de prevenir el crecimiento de la cepa de Campylobacter estudiada. 

Por lo tanto, la determinación de la MIC tuvo como objetivo evaluar cuantitativamente el 
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potencial antibacteriano de la isatina en cepas aisladas de Campylobacter con diversas 

características, incluidas las cepas con resistencia a múltiples fármacos antimicrobianos. Los 

resultados de la CIM de isatina demuestran que la concentración de hasta 8 µg/mL de isatina 

fue capaz de inhibir el crecimiento del 83% de las cepas de Campylobacter analizadas, incluso 

aquellas con resistencia a antibióticos como tetraciclina, ciprofloxacina y eritromicina, siendo 

la eritromicina la última opción para el tratamiento clínico en casos severos con Campylobacter. 

El resto del 17% de las cepas estudiadas que presentaron CIM=16 µg/mL, de origen humano y 

alimentario, incluso con una CIM ligeramente superior, también mostró un resultado 

satisfactorio en cuanto a su efecto anti-Campylobacter. 

La Concentración Bactericida Mínima (MBC) se determinó a partir de los pocillos en 

los que no había crecimiento bacteriano visible, en la prueba MIC previa a la adición del 

revelador INT. MBC se definió como la concentración más baja de isatina en el estudio capaz 

de causar la muerte de Campylobacter. Los resultados de MBC mostraron que el 73 % (22/30) 

de las cepas tenían MBC=16 µg/mL, el 20 % (6/30) tenían MBC=8,0 µg/mL y el 7 % (2/30) 

tenían MBC <1,0 µg/mL). Entre las 22 cepas que presentaron MBC=16 µg/mL, 9 de estas 

fueron aisladas entre 1999 y 2015, tanto en Rio de Janeiro como en Rio Grande do Sul, de 

diferentes fuentes (animal, alimenticia y humana) siendo resistentes a ciprofloxacina, 

eritromicina y tetraciclina simultáneamente. Otras 4 cepas, todas de Río de Janeiro, fueron 

sensibles a los antibióticos probados, aisladas en 1980 y 2009. Y otras 4 cepas fueron resistentes 

a ciprofloxacino y eritromicina, todas ellas aisladas en 2014 en Rio Grande do Sul. Resistentes 

solo a la ciprofloxacina fueron 3 cepas, en 2015 y 2016, 2 de Rio de Janeiro y 1 de Rio Grande 

do Sul, todas de origen animal. Y resistentes a ciprofloxacino y tetraciclina hubo 2 cepas 

transmitidas por alimentos y una cepa humana en 2008 y 2011, respectivamente. Los resultados 

de MBC demostraron que una concentración de isatina de 16 µg/mL sería suficiente para matar 

el 100 % de las células de Campylobacter. 

Con base en los prometedores resultados de la MIC y MBC de isatina contra 

Campylobacter, continuamos nuestro estudio con el fin de verificar el cálculo de la 

concentración inhibitoria media de isatina (IC50) en células normales del linaje MRC-5, 

determinando el nivel de su citotoxicidad. Al evaluar el efecto de la isatina contra el linaje 

MCR5 de células normales, el parámetro de citotoxicidad mostró que esta sustancia tiene 

potencial para ser utilizada en medicina clínica, luego de estudios adicionales. 

 

4. Conclusiones 

 

Este estudio demuestra el potencial de actividad de la isatina en relación con la especie 

Campylobacter, donde concentraciones muy bajas de esta sustancia fueron capaces de actuar 

contra bacterias de este género. Los resultados parciales encontrados apuntan a la necesidad de 

profundizar la investigación no solo con isatina, sino también de buscar opciones de nuevas 

sustancias con potencial para controlar infecciones bacterianas, además de reducir los efectos 

secundarios que presentan los antibióticos para uso clínico. 

 

Palabras clave: Actividad antimicrobiana. Extractos de plantas. Campylobacter spp. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A produção e exportação de proteína animal representa grande importância no 

desenvolvimento social e econômico do Brasil. Os dados da Associação Brasileira de Proteína 

Animal (ABPA) mostraram que o Brasil, em 2020 permaneceu como um dos grandes 

produtores e o maior exportador de carne de frango no mundo, com 4,2 milhões de toneladas 

seguido dos Estados Unidos, com 3,3 milhões de toneladas de carne de frango, União Europeia, 

com 1,4 milhão de toneladas, Tailândia com 855 mil toneladas, e Turquia, com 456 mil 

toneladas. O desempenho e a produtividade exemplar da avicultura comercial brasileira, bem 

como, seu enorme potencial é fortemente justificado pela sanidade avícola (ABPA, 2019). 

O uso de antimicrobianos na cadeia de produção de forma terapêutica, 

preventiva e promotora de crescimento contribuiu muito para o avanço da 

avicultura mundial, trazendo inúmeras vantagens para o setor com aumento significativo da 

produtividade, melhoria da conversão alimentar, redução no período de criação e 

diminuição da incidência de patologias nos animais. Entretanto, o uso excessivo ou 

impróprio destes produtos estimulou o aumento do número de microorganismos resistentes, 

dentre eles, destaca-se o Campylobacter spp. (FRASÃO, 2015) que é apontado pela FDA 

de 2012 como uma das principais causas de enterocolites em humanos, observados na 

Europa e nos EUA, principalmente a espécie Campylobacter jejuni, sendo o manuseio e 

consumo da carne de frango crua ou malcozida as principais fontes de transmissão deste 

patógeno para o homem. Por essa razão, à resistência, incluindo a multirresistência 

antimicrobiana é considerada de grande relevância para a saúde pública, pois podem ocorrer 

sérias implicações, como o insucesso no tratamento da Campilobacteriose humana. 

(MOORE et al., 2006). Essa questão foi ressaltada na publicação feita pela OMS em 2017, 

onde 12 espécies de bactérias foram consideradas a maior ameaça à saúde humana e para as 

quais novos antibióticos seriam necessários. Dentre essas bactérias classificadas como 

‘patógenos prioritários resistentes a antibióticos’ está a resistência à fluoroquinolonas em 

Campylobacter spp. (OPAS/OMS/BRASIL, 2017). 

   O MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento), em 2017, estabeleceu 

normas que proibiam o uso de alguns tipos de antibióticos como promotores de crescimento e 

estabeleceram regras dessa utilização para garantir a qualidade do produto. Em 2018, foi criado 

o Programa Nacional de Prevenção e Controle de Resistência aos Antimicrobianos na 

Agropecuária – AgroPrevine, com o compromisso da implementação de um programa de 

vigilância, monitoramento de resistência aos antimicrobianos no âmbito da agropecuária e 

conscientizar as áreas de medicina humana, medicina veterinária, produção agropecuária e meio 

ambiente, sobre a urgência em combater a Resistencia aos Antimicrobianos (MAPA, 2017; 

AGROSABER, 2020).  

Os dados informados pela Organização para a Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico (OCDE) e da Associação Brasileira de Proteína Animal (ABPA) apontavam que a 

carne de frango é a proteína animal mais consumida no Brasil e está em constante crescimento. 

Por se tratar de uma carne com baixo teor de gordura, ser nutritiva e rica em proteínas, é citada 

por especialistas como indispensável para uma alimentação saudável. Sendo assim, os 

produtores precisaram se preparar para iniciar um processo de redução do uso de antibióticos 

em suas granjas pensando também no mercado interno (ABPA, 2019; O PRESENTE RURAL, 

2019). 

Em 2019, a ONU e especialistas divulgaram um relatório exigindo ações imediatas, 

coordenadas e ambiciosas para evitar uma crise potencialmente desastrosa de resistência aos 

medicamentos. O Grupo de Coordenação Interagências (IACG) reuniu parceiros em toda a 
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ONU, organizações internacionais e indivíduos com expertise em saúde humana, animal e 

vegetal, bem como os setores de alimentos, ração animal, comércio, desenvolvimento e meio 

ambiente, para formular um projeto de combate à resistência antimicrobiana. Foi ressaltado que 

doenças resistentes aos antimicrobianos podem levar à pobreza extrema 24 milhões de pessoas 

até 2030 e devido a aumentos com os gastos de saúde, prejuízos para os sistemas alimentares e 

causar 10 milhões de mortes por ano até 2050 (O PRESENTE RURAL, 2019). 

O advento da resistência antimicrobiana e a pesquisa com Campylobacter spp. assumem 

especial relevância no Brasil, onde há necessidade de encontrar alternativas aos medicamentos 

existentes para a Campilobacteriose, através do uso de agentes antimicrobianos com menor 

toxicidade e maior seletividade. Em uma escala mais abrangente amostras de plantas medicinais 

estão sendo avaliadas frente a múltiplas drogas antimicrobianas (SALIMIKIA et al., 2020). 

Nesse sentido, a busca por novos tratamentos envolvendo a avaliação da atividade anti-

Campylobacter de uma série de extratos, frações e óleos essenciais de espécies vegetais, da 

isatina e seus derivados sintéticos são alvos do presente estudo e que apresentam como 

objetivos: 

 

O objetivo geral da pesquisa foi o de avaliar o potencial de atividade antibacteriana de 

vários extratos, frações, óleos essenciais de espécies vegetais, derivados naturais isolados e 

sintéticos a linhagens de Campylobacter spp. sensíveis e resistentes aos antibióticos, a fim de 

contribuir com novas e possíveis abordagens para o combate de infecções causadas por 

bactérias resistentes aos antimicrobianos. 

 

 

Os objetivos específicos são: 

 

I. Avaliar o efeito in vitro através do Teste de Disco- difusão de 8 espécies vegetais: 

Frações e derivados de Croton cajucara Benth (Sacaca), Extrato de Talinum 

triangulare (Beldroega), Extrato de Cordia superba (Baba de boi), Extrato de 

Parthernium hysterophorus (Losna-branca), Extrato de Kalonchoe brasilienses 

(Saião),  Extratos de Physalis angµlata (Physalis), Extratos de Pyrostegia venusta 

(Flor de São João) e  Extratos de Ulva fasciata Delile (Alga) e das substâncias isoladas 

e sintéticas derivados de tiouréias, isatinas e mesoiônicos frente as cepas padrões de 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Ca 

mpylobacter jejuni ATCC 33560. 

 

II. Determinar a Concentração Mínima Inibitória (MIC) e a Concentração Mínima 

Bactericida (MBC) da (s) amostra (s) que apresentarem atividade antibacteriana 

significativa no Teste de Disco-Difusão com a cepa-padrão de Campylobacter ATCC 

33560. 

 

III. Avaliar o efeito in vitro da citotoxicidade, por cultura de células da linhagem MCR-5 

(linhagem humana de pulmão), através do Teste de IC50, da (s) amostra (s) que 

apresentarem atividade antibacteriana frente a cepas de Campylobacter spp.   
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

 Histórico 

 

Theodor Escherich em 1886 descreveu inicialmente o gênero Campylobacter 

identificando uma bactéria com forma helicoidal, isolada de fezes diarreicas de neonatos assim 

como de felinos. Após diversas tentativas, sem sucesso, não foi obtido o crescimento deste 

microorganismo em meios sólidos. Em 1913, McFaydean e Stockman obtiveram a primeira 

cultura pura de bactérias em forma de vibriões, que foi chamado “vibrio” e que atualmente é 

conhecido como Campylobacter fetus, isolados do útero de uma ovelha (KIST, 1985). Em 1919, 

Smith e Taylor propuseram o nome Vibrio fetus isolados de abortos em bovinos (THEOBALD 

et al.,1920). Microorganismos muito semelhantes foram posteriormente descritos como V. 

jejuni e V. coli, isolados do jejuno de bovino e suínos, respectivamente (JONES et al., 1931; 

DOYLEY, 1944).  

Na década dos anos 1960, estudos taxonômicos foram realizados e culminaram na 

criação do gênero Campylobacter, o qual não era formado por vibrios microaeróbicos que não 

possuíam semelhança ao Vibrio cholerae. Véron e Chatelain, em 1973 comprovaram diferenças 

entre esta bactéria e o gênero Vibrio na composição das bases do DNA. Por análises 

bioquímicas e sorológicas, foi proposto um novo gênero denominado Campylobacter o qual foi 

classificado em três grupos: Campylobacter catalase positiva e H2S negativa (Campylobacter 

fetus subsp. fetus e Campylobacter fetus subsp. veneralis), Campylobacter catalase e H2S 

positivos (C. jejuni e C. coli), e Campylobacter catalase negativa (C. sputorum subsp. bubulus 

e C. sputorum subsp. sputorum). Também nesta década foram desenvolvidos meios e técnicas 

apropriados que possibilitaram o isolamento a partir de fezes, permitindo uma maior 

compreensão desta bactéria e introduzindo-a na rotina microbiológica. (BUTZLER, 2004). 

Atualmente, o gênero Campylobacter compreende 57 espécies e 16 subespécies (EUZÉBY, 

2022). 

 

 Características Descritivas do Gênero Campylobacter 

 

As bactérias do gênero Campylobacter (de etimologia Grega Kampulos = curvo e bacter 

= bastão) são constituídos de bastonetes curvos em forma de vírgula, “S”, asa de gaivota ou 

haste espiral, suas dimensões variam entre 0,2 e 0,9 µm de largura por 0,5 a 5 µm de 

comprimento (Figura 1) (NACHAMKIN, 1997; BRASIL, 2011). A família 

Campylobacteriaceae é dividida em quatro gêneros: Campylobacter, Dehalospirilum, 

Arcobacter e Sulfurospirilum. São bactérias Gram-negativas, microaerófilas, não hemolíticas, 

não esporuladas e as colônias frequentemente não são pigmentadas. As espécies do gênero 

Campylobacter são móveis, apresentando movimento em forma de “saca-rolha ou “vai e vem”, 

por possuírem um flagelo polar em uma ou em ambas as extremidades. Não fermentam nem 

oxidam açúcares, obtendo energia a partir de aminoácidos ou de componentes intermediários 

do ciclo do ácido tri-carboxílico. As bactérias do gênero Campylobacter são oxidase-positiva e 

podem ou não produzir a enzima catalase. As espécies catalase positiva estão mais associadas 

a doenças em humanos (MEDEIROS, 2011; MEDEIROS et al., 2015). 
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Figura 1. Formato de células de Campylobacter jejuni, espiral característica e estruturas 

relacionadas obtidas por microscopia eletrônica de varredura. Fonte: https://about-

campylobacter.com/ 

 

Este gênero é de difícil cultivo laboratorial, pois são bactérias sensíveis ao oxigênio, 

microaerófilas, requerendo uma condição ideal para sua proliferação de 5% de oxigênio, 10% 

de dióxido de carbono e 85% de nitrogênio.  As espécies C. jejuni, C. coli e C. lari pertencem 

ao grupo das bactérias termofílicas e seu crescimento ocorre em temperatura ótima de 42ºC 

durante um período de 48 horas, sendo as espécies C. jejuni (95% dos casos) e C. coli (5% dos 

casos) as mais comumente isoladas em casos de gastroenterites em humanos (MEDEIROS, 

2011; MEDEIROS et al., 2015). O pH ótimo para seu crescimento é 7,0 a 7,5 e não se 

desenvolvem em meios com pH abaixo de 4,9 (HUMPHREY; O’BRIEN, 2007).  

Em culturas antigas ou sob condições adversas de cultivo, Campylobacter spp. pode 

adquirir formas esféricas ou cocóides, o que representa um estágio degenerativo de seu ciclo de 

vida, sem perder seu poder infectante, representando um perigo potencial para a saúde pública 

e de grande importância em microbiologia de alimentos, uma vez que um alimento depois de 

analisado pode ser classificado como próprio para o consumo apesar de apresentar células desse 

patógeno que não foram previamente detectadas  (NACHAMKIN, 2007; BRASIL, 2011). 

Essas células não são detectáveis por metodologias convencionais estando na forma viável, mas 

não cultivável – VNC (BOVILL; MACKEY, 1997), o que pode ser revertida após as condições 

se tornarem favoráveis (JANG et al., 2007). 

 

 Epidemiologia 

 

A campilobacteriose é uma zoonose de distribuição mundial, sendo considerada a causa 

mais frequente de doença transmitida por alimentos (DTAs) na Europa com 9 milhões de casos 

por ano e custos estimados em €2,4 bilhões por ano (EFSA, 2018). Já nos EUA, o Centro de 

Controle de Doenças (CDC) estima que as infecções por Campylobacter afetam mais de 1,5 

milhões de pessoas todos os anos. Ao logo do tempo tem sido observado que infecções por 

Campylobacter são mais frequentes em países desenvolvidos (CDC, 2019).  

Normalmente, as espécies de Campylobacter estão associadas a animais de sangue 

quente, sendo comensais do trato gastrintestinal de bovinos, suínos, ovinos, felinos, cães, 

roedores silvestres e domésticos, aves domésticas e pássaros. Já foi demonstrado que um grande 

percentual dos animais de corte possui esse micro-organismo nas fezes. Nas aves recém-

abatidas, por exemplo, constituem o principal reservatório de C. jejuni, sendo possível 

encontrá-lo em fezes e carcaças. As aves são portadoras naturais de Campylobacter, no entanto, 

não apresentam sinais clínicos da enfermidade. O suíno é o principal portador de C. coli, 

podendo ter C. jejuni como comensal habitual (BRASIL, 2011).  

Os principais fatores de risco de campilobacteriose para os casos de enterites humanas 

estão associados ao consumo de água e/ou alimentos de origem animal contaminados ou 

https://about-campylobacter.com/
https://about-campylobacter.com/
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resultantes do contato com fezes de animais infectados (BRASIL, 2011). Entretanto, a maior 

parte dos surtos desta doença é atribuída a manipulação e ao consumo de carnes de frango e 

subprodutos, cruas e mal processadas sendo a responsável por 50% a 70% dos casos 

(HUMPHREY; O’BRIEN, 2007; MULLNER et al., 2010).  

Os sintomas clínicos em pacientes infectados pelo Campylobacter variam desde 

náuseas, dores abdominais, febre, diarreia e vômito a quadros mais complexos. A diarreia se 

inicia geralmente após 24 horas do início dos sintomas considerada uma doença autolimitante 

com duração de um a sete dias, afetando os intestinos delgado e grosso. O micro-organismo é 

excretado nas fezes durante várias semanas após terem cessado os sintomas. Ao logo do tempo 

tem sido observado que infecções por Campylobacter são mais frequentes em países 

desenvolvidos (EFSA, 2021; CDC, 2021). 

As infecções causadas por Campylobacter são geralmente esporádicas, ocorrendo nos 

meses de verão e no início do outono, atribuídos principalmente à manipulação inapropriada e 

a ingestão de carne de aves crua ou malcozida, bem como às contaminações cruzadas que 

podem ocorrer durante o preparo simultâneo de carne de aves e alimentos crus. A incidência de 

infecção segue uma distribuição bimodal, com elevado índice em bebês e crianças jovens, 

seguida de um segundo pico de adultos entre 20 e 40 anos (MS, 2011), não sendo necessária 

uma grande quantidade de células de Campylobacter spp. para que a doença se instale, em 

alguns casos, doses inferiores a 500 células são capazes de causar um quadro de infecção (CDC, 

2021). 

 Nos países em desenvolvimento, onde o Campylobacter é endêmico, a infecção é 

geralmente limitada a crianças, com incidência decrescente, de acordo com o aumento da idade, 

sugerindo que a exposição no início da vida pode levar ao desenvolvimento de imunidade 

protetora. Tanto em países em desenvolvimento quanto nos desenvolvidos, as infecções 

assintomáticas são comuns e contribuem na transmissão do agente pela excreção assintomática 

(HAVELAAR et al., 2009).  

No Brasil, poucos casos de infecções de origem alimentar são atribuídos a 

Campylobacter spp. (SVS, 2019), isto é, devido a legislação brasileira não exigir a pesquisa 

desta bactéria nos alimentos. Estas falhas no processo de notificação e pela inexistência de 

programas nacionais de vigilância destinados ao acompanhamento de Campilobacteriose 

dificultam a real compreensão da epidemiologia desta doença no país.  

  No perfil epidemiológico do Ministério da Saúde, publicado em maio de 2019, este 

informou a distribuição dos 10 principais agentes etiológicos mais identificados nos 2.030 

surtos de doenças transmitidas por alimentos no período de 2009 a 2018, onde Echerichia coli 

(24%) foi a principal, seguido de Salmonella spp. (11,2%), Staphylococcus aureus (9,5%), 

coliformes (6,5%), norovirus (6,3%), Shigella (3%), Bacillus cereus (2,6%), Clostridium 

perfingens (1,7%) e o vírus da hepatite A (1,2%). Sobre o patógeno Campylobacter, os dados 

encontrados na literatura ainda são escassos e informações quantitativas quase inexistentes. 

Sendo o Brasil o maior exportador de carne de frango do mundo e a União Europeia o 

seu principal comprador, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

inseriu então no seu escopo de referência o ensaio de quantificação de Campylobacter spp. 

(DOC/CGAL n° 004) em carnes e produtos cárneos, baseando-se no critério de higiene do 

processo descrito no Regulamento (CE) n° 2017/2005, em vigor desde 1° de janeiro de 2018. 

O critério é relevante para as indústrias e aplica-se a um limite de < 1.000 UFC/g (Unidade 

formadora de colônia por grama). Esse novo regulamento visa manter sob controle as carcaças 

e reduzir o número de casos de campilobacterioses atribuídas ao consumo de carne de frango. 

A notificação de dados da conformidade como o novo critério são obrigatórias desde 2020 

(FRODER et al., 2021). 

No Brasil, a gastroenterite em humanos acomete principalmente crianças (BRASIL, 

2011). Apesar de todos os estudos disponíveis sobre Campylobacter spp., a epidemiologia 
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ainda não se encontra totalmente esclarecida, havendo algumas lacunas do seu conhecimento. 

Em alguns países ainda não foi determinada a verdadeira incidência das infecções por este 

agente, sendo necessário esclarecer a importância das diferentes fontes de infecção e o papel 

do hospedeiro no efeito da doença (RANDALL et al., 2003). 

Na Argentina, os estudos referentes a Campylobacter jejuni e Campylobacter coli são 

incipientes. No entanto, o sorotipo O:19 de C. jejuni foi associado à síndrome de Guillain Barré 

em uma avaliação realizada em diferentes estágios de três cadeias de abastecimento de carne 

de aves em Santa Fé, na Argentina. Neste estudo, foi detectado que 18% dos isolados de C. 

jejuni pertenciam ao sorotipo O:19. Também foi determinado que a presença dessas cepas se 

dá em quase todas as etapas de produção. Os resultados dessa análise refletem e reforçam um 

risco significativo para a saúde pública e que os estudos epidemiológicos de Campylobacter 

devem ser considerados para estabelecer uma política de gerenciamento de risco (ROSSLER et 

al., 2017). 

 

 Resistência Bacteriana 

 

A partir de 1928, quando Alexandre Fleming descobriu a penicilina, começou a 

chamada era dos antibióticos e nas décadas seguintes, houve um aumento exponencial na 

criação de novas classes desses agentes, principalmente nos países desenvolvidos. Os 

antibióticos, foram considerados uma das melhores descobertas do século XX e uma revolução 

para a medicina. Muitas vidas foram salvas e sua descoberta foi decisiva na história humana. 

No entanto, o aumento da resistência aos antibióticos em hospitais, comunidades e meio 

ambiente tem sido observado conforme seu uso. Atualmente, o tratamento de infecções está 

cada vez mais comprometido pela capacidade das bactérias de desenvolverem resistência aos 

antibióticos por meio de mutações ou aquisição de genes de resistência (LIU; POP, 2009; 

DAVIES; DAVIES, 2010). 

O surgimento de micro-organismos resistentes como sabemos é um fenômeno natural, 

o qual é acelerado pela pressão seletiva exercida pelo uso indiscriminado de agentes 

antimicrobianos no tratamento de infecções em seres humanos e na Medicina Veterinária, para 

tratamento e para prevenção de doenças (promotores de crescimento) nos animais.  Essas 

classes de antimicrobianos normalmente são as mesmas utilizadas na cadeia de produção 

animal e humanos favorecendo assim, o surgimento e disseminação de bactérias zoonóticas 

resistentes, como Salmonela spp. e Campylobacter spp. (WHO, 2014; EFSA, 2017; 

BYAMBAJAV et al., 2020). 

Quando expostos a antimicrobianos, Campylobacter spp. e outras bactérias comensais 

do trato gastrointestinal podem diminuir a sua sensibilidade a estes fármacos e se tornar 

potenciais reservatórios de genes de resistência, que podem ser transferidos a outras bactérias 

por plasmídeos, integrons e transposons. Além disso, os antimicrobianos podem permanecer 

como resíduos em produtos de origem animal que após o consumo destes alimentos podem ser 

despejados no ambiente por efluentes humanos ou de animais (FÀBREGA et al., 2008).  

Na maioria dos casos a campilobacteriose é autolimitada, mas pacientes com 

sintomatologia prolongada são geralmente colocados em regime de tratamento com antibióticos 

como macrolídeos ou fluoroquinolonas. E a resistência a essas classes de antibióticos em 

Campylobacter, especialmente à fluoroquinolonas, está aumentando consideravelmente (FDA, 

2015, BOLINGER et al., 2018). Esse aumento da resistência também tem sido visto nos 

Estados Unidos, onde dois importantes antibióticos anti-Campylobacter como a azitromicina 

(macrolídeo) e a ciprofloxacina (fluoroquinolona) resultou em aproximadamente 310.000 casos 

de infecções potencialmente intratáveis, em 2019, com 28 mortes/ano (CDC, 2019; YANG et 

al., 2019). 
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No Brasil, vários estudos também têm sido relatados mostrando alta prevalência de 

Campylobacter spp. isolados de carcaças e frangos resistentes às fluoroquinolonas e 

tetraciclinas. Hungaro e colaboradores, em 2015, encontraram 95% e 40% (n=20) de resistência 

à ciprofloxacina e à tetraciclina, respectivamente em isolados de C. jejuni em Minas Gerais. 

Moura e colaboradores, em 2013 igualmente relataram alta prevalência de isolados de C. jejuni 

resistentes à ciprofloxacina 100% (16/16) e resistentes à tetraciclina 93,75% (15/16). Nesse 

estudo também observaram a resistência à eritromicina 68,75% (11/16). Frasão e colaboradores 

(2015) encontraram 100% de resistência à ciprofloxacina e 42,5% de resistência à enrofloxacina 

em Campylobacter spp. em 80 frangos de criação orgânica. A Figura 2 mostra as estruturas 

químicas dos antibióticos citados. 

 

N

O

OH

O

F

N

HN

Ciprofloxacina                                               Enrofloxacina

N

O

OH

O

F

N

NH3C

OH

O

CH3

H3C

OH

CH3

O

O

CH3

O

H3C

HO

H3C

H3C

O
HO

N

CH3

H3C CH3

O

OCH3

CH3

OH

CH3

OH O OH O

OH

O

NH2

N

OH

CH3H3C

HO CH3

Tetraciclina                                    Eritromicina

 
Figura 2. Estruturas químicas dos antibióticos utilizados em clínica para o tratamento de 

Campylobacter spp, os quais já encontramos isolados resistentes.  

  

Este fenômeno da resistência aos antimicrobianos (AMR) portanto tem representado 

uma ameaça sanitária global crescente, que deve ser abordada com urgência na saúde pública, 

na produção animal, agrícola e no meio ambiente porque põe em risco o tratamento eficaz de 

várias infecções resultando em enfermidades mais prolongadas e com maior mortalidade 

(WHO, 2020).  

Essa disseminação global de bactérias multirresistentes e pan-resistentes aos 

antimicrobianos (também conhecidas como ‘superbactérias’) fez a Organização Mundial de 

Saúde (OMS) publicar, em 2017, sua primeira lista de ‘patógenos prioritários resistentes a 

antibióticos’ (Tabela 1), onde 12 famílias de bactérias são consideradas a maior ameaça à saúde 

humana e que necessitam do desenvolvimento de novos antibióticos para enfrentar a crescente 

resistência global aos medicamentos antimicrobianos. Nesta lista, o Campylobacter spp., 

resistente à fluoroquinolonas está descrito como prioridade alta, junto com outras bactérias que 

são cada vez mais resistentes aos fármacos (WHO, 2017). 
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Tabela 1. Lista de patógenos prioritários resistentes a antibióticos. Fonte: OMS, 2017. 
 

Prioridade 1: CRÍTICA Resistência ao Antibiótico 

Acinetobacter baumannii Carbapenema 

Pseudomonas aeruginosa Carbapenema 

Enterobacteriaceae Carbapenema 

Prioridade 2: ALTA  

Enterococcus faecium Vancomicina 

Staphylococcus aureus Meticilina e intermediário à vancomicina 

Helicobacter pylori Claritromicina 

Campylobacter spp. Fluoroquinolona 

Salmonella  Fluoroquinolona 

Neisseria gonorrhoeae Cefalosporina, Fluoroquinolona 

Prioridade 3: MÉDIA  

Streptococcus pneumoniae Não suscetível à penicilina 

Haemophilus influenzae Ampicilina 

Shigella spp. Fluoroquinolona 

  

O consumo descontrolado e inadequado de antibióticos contribui para a disseminação 

de doenças e aumento da resistência (ANVISA, 2019). Por exemplo, na Índia, os isolados 

de Campylobacter são frequentemente resistentes a múltiplos medicamentos e têm resistência 

fenotípica a ciprofloxacina, tetraciclina, furazolidona, ampicilina, gentamicina e eritromicina 

(JAIN et al., 2005). Na América Central, observou-se que essa tendência também é verdadeira, 

com Campylobacter resistente a antibióticos em ascensão (TOLEDO et al., 2018). A Figura 3 

mostra as estruturas químicas dos antibióticos citados. 
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Figura 3. Estruturas químicas dos antibióticos, os quais isolados de Campylobacter já 

apresentam mecanismos de resistência. 
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Uma ação simples, mas essencial, no combate a resistência antimicrobiana é a redução 

nas falhas de tratamento de doenças diarreicas em países de baixa renda, que pode prevenir o 

aumento de Campylobacter resistente a antibióticos, em certas populações, os quais estão em 

maior risco de complicações graves. Essas populações, como imunocomprometidos ou idosos, 

provavelmente são submetidas normalmente a regimes de antibióticos para prevenir a 

bacteremia e sequelas. Especificamente, os pacientes com HIV os quais são particularmente 

vulneráveis, pois as infecções podem ser intratáveis com a bacteremia, necessitando, em última 

instância, de terapia com macrolídeo ou fluoroquinolona (HUSSEIN et al., 2016). 

A crescente preocupação com este tema tem levado ao desenvolvimento de diversas 

medidas, principalmente na área de produção mundial de carnes que vem passando por algumas 

mudanças. Na União Europeia o uso de antibióticos como promotores de crescimento foi 

proibido em 01 de janeiro de 2006, permitindo o uso de antibióticos somente via prescrição 

veterinária (COUNCIL OF EUROPEN UNION, 2003). Nos EUA foi estabelecido uma lei na 

California, controlando o uso de antibióticos para a alimentação animal (SCOTT et al., 2019).  

Na China, Índia e em outros países também foram estabelecidos programas de vigilância e 

contenção da resistência. O mesmo aconteceu nos níveis panamericanos e nacional: na 

Argentina, onde estratégias foram implementadas pelo Ministério da Saúde e outras 

organizações, entre elas podemos citar a atual proibição do uso de antimicrobianos na 

formulação de rações animais e como promotores de crescimento, que entraria em vigor no 

corrente ano (SENASA, 2015). 

No Brasil também vem sendo estabelecidas políticas de maior controle da utilização de 

promotores de crescimento e antibióticos na alimentação animal, com regulamentação e 

fiscalização por parte do MAPA. A lista de aditivos promotores de crescimento permitidos na 

alimentação animal vem sendo revisada, e alguns deles passaram a ser proibidos. A Portaria N° 

171, de 13 de dezembro de 2018, informou sobre a intensão de proibição do uso de 

antimicrobianos com a finalidade de aditivos melhoradores de desempenho, colocando em 

discussão cinco aditivos antimicrobianos (MAPA, 2018). Recentemente, o MAPA proibiu em 

Instrução Normativa N° de 13 de janeiro de 2020, em todo o território nacional a importação, 

a fabricação, a comercialização e o uso de melhoradores de desempenho que contenham os 

antimicrobianos tilosina, lincomicina e tiamulina, moléculas classificadas como importantes na 

medicina humana (MAPA, 2020). 

Com o intuito de realizar a redução da demanda de antimicrobianos em todos os setores 

e aumentar o número de antimicrobianos eficazes, torna-se necessário a implementação de 

campanhas de conscientização pública, a redução no uso desnecessário de antimicrobianos na 

agricultura, tanto em humanos quanto em animais, a promoção no desenvolvimento de novas 

estratégias de diagnóstico rápido para evitar o uso desnecessário de antimicrobianos e o 

incentivo no uso de vacinas. Além dessas medidas, as pesquisas nos setores públicos e privado 

devem ser promovidas, e, no caso da indústria farmacêutica, é necessário implementar políticas 

de “incentivos” que se ajustam às necessidades de saúde pública (OPAS, 2018). 

Existe um firme compromisso da Organização das Nações Unidas para a Alimentação 

e Agricultura (FAO), a Organização Mundial de Saúde Animal (OIE) e a Organização Pan 

Americana da Saúde (OPAS), para combater a AMR, trabalhando de forma coordenada para 

mitigar os riscos na interface saúde pública, animal e ao meio ambiente. Sob este contexto, as 

três organizações uniram forças para a implementação do projeto ‘Trabalhando juntos para 

combater a resistência aos antimicrobianos’ sob o enfoque de Saúde Única que reconhece a 

multidimensionalidade e a necessidade de uma resposta intersetorial que este problema 

exige.  O objetivo estratégico geral deste projeto apoiado e financiado pela União Europeia, 

com duração de três anos (2020-2022), é apoiar os esforços para combater a resistência aos 

antimicrobianos por meio da implementação dos Planos de Ação Nacional de sete países: 

Argentina, Brasil, Chile, Colômbia, Paraguai, Peru e Uruguai (OPAS, 2020). 
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Em razão do aumento dessa resistência bacteriana às múltiplas drogas antimicrobianas, 

diversos estudos com extratos e óleos essenciais de plantas medicinais têm sido realizados à 

procura de novas alternativas terapêuticas para as doenças infecciosas. 

 

 Plantas Medicinais  

 

As plantas medicinais são utilizadas para tratar doenças que acometem a saúde desde os 

primórdios da civilização por vários povos, fazendo parte da história e são empregadas de 

diversas maneiras na alimentação, em práticas religiosas, no folclore e na medicina.  

No mundo, cerca de 80% da população utiliza recursos da medicina popular para o 

tratamento de alguma doença, sendo a fitoterapia um método terapêutico milenar, cujas bases 

científicas são evidenciadas em muitos países, além de ser muito eficaz na medicina alternativa. 

Neste sentido, é possível ressignificar o uso devido da biodiversidade e valorar as culturas 

tradicionais locais (MENDONÇA et al., 2018). 

         No Brasil, devido à grande biodiversidade de plantas, este possui uma das mais ricas floras 

do mundo, com um número estimado de cerca de 20% do número total de espécies do planeta. 

O país contempla um valor superior a duzentas mil espécies de plantas, animais e micro-

organismos descritos (CALIXTO, 2005). Cerca de aproximadamente 48% dos medicamentos 

empregados na terapêutica advêm, direta ou indiretamente, de produtos naturais, especialmente 

de plantas medicinais que permanecem como uma importante fonte para obtenção de 

medicamentos (CARVALHO et al., 2007). Sob este aspecto, verifica-se que a fitoterapia vem 

crescendo cada vez mais no país, tornando-se um setor econômico importante, devido a sua 

popularidade como alternativa nos cuidados com a saúde (LIMA et al., 2006). 

O uso de plantas medicinais, embora seja um recurso autêntico do saber popular, 

necessita também do conhecimento científico das suas propriedades químicas, farmacológicas 

e terapêuticas para a obtenção de fármacos naturais seguros e para o desenvolvimento de 

moléculas sintéticas para a produção de novos medicamentos. 

A política para o uso de plantas medicinais no serviço público no Brasil foi estabelecida 

através da Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF) e a Política de 

Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Único de Saúde (SUS), criadas 

pelo Ministério da Saúde e ambas publicadas em 2006 (BRASIL, 2006). Essas duas políticas 

promoveram modificações na regulamentação de plantas medicinais e fitoterápicos 

reconhecendo os seus potenciais terapêuticos visando o seu melhor aproveitamento para a 

população brasileira. E desde então, a fitoterapia foi inserida nos cursos de graduação da área 

da saúde, promovendo a disseminação do uso desse tipo de tratamento, a fim de aprofundar o 

conhecimento, atestar a eficácia e a segurança quando da sua utilização. Visando com isso, 

aumentar o respaldo científico, reduzindo o descrédito e o preconceito que ainda é marcante 

entre profissionais de saúde, gestores e usuários.  

O Ministério da Saúde também financiou a capacitação de 440 farmacêuticos em Gestão 

da Fitoterapia e Homeopatia, no SUS, em treze instituições de ensino superior/escolas de Saúde 

Pública (IES/ESP) do país. Outra medida foi a realização de um curso à distância sobre 

Fitoterapia para médicos do SUS, que teve início em janeiro de 2012 e contou com a 

participação de 300 médicos de todo o Brasil, mas apesar disso o uso da fitoterapia ainda 

encontra dificuldades para ser implementada nos serviços de saúde, por vários fatores que 

impedem que seu potencial seja explorado, o que seria um benéfico para os usuários, para o 

SUS e para o Brasil (BRASIL, 2006; BRASIL, 2012). 

Várias normas foram publicadas, ou atualizadas depois disso, para adequarem as 

mesmas, abrangendo um arcabouço legislativo para regulamentação das classes: plantas 

medicinais, drogas vegetais notificadas, medicamentos fitoterápicos manipulados e 

industrializados (CARVALHO et al., 2012).  
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Nos últimos anos, várias pesquisas têm sido realizadas com contribuições relevantes 

sobre o assunto, não só quanto aos aspectos fitoquímicos, mas também quanto à atividade 

biológica de uma grande variedade de plantas medicinais, dentre esses relatos podemos destacar 

alguns estudos com atividade antibacteriana.  

Gadisia e Usman, em 2021, realizaram a avaliação antibacteriana combinada de óleos 

essenciais extraídos das partes aéreas do R. abyssinicus, C. pustulatus e D. penninervium frente 

a isolados multi-resistentes de úlceras cutâneas. Um forte efeito sinergético foi observado entre 

R. abyssinicus e D. penninervium e um efeito antibacteriano promissor mais especificamente 

frente as bactérias MRSA e P. aeruginosa (GADISA & USMAN, 2021).  

Tushar e colaboradores em 2021, em um outro estudo avaliaram a atividade 

antimicrobiana de extratos metanólicos de Vernonia cierea frente a Xanthomonas oryzae (Xoo), 

um agente que causa a praga bacteriana no arroz. Os defensivos agrícolas disponíveis 

atualmente são tóxicos para o ambiente, bem como para os seres humanos. Por esse motivo, 

tornou-se necessário desenvolver novas alternativas contra Xoo. Esse estudo sugere substâncias 

específicas de V. cinérea que poderão ser utilizadas para desenvolver potenciais candidatos a 

pesticidas naturais e, assim, fornecer melhores resultados para o combate ao Xoo que infesta o 

arroz (JOSHI et al., 2021). 

Uma aplicação importante ainda em detrimento da demanda por redução de defensivos 

agrícolas tóxicos foi a revisão proposta recentemente, de comparar a eficácia entre 

antimicrobianos naturais (NA) e nanoencapsulados (nNA) e sua forma livre in vitro e in situ, 

pois embora estudos in vitro sejam frequentemente utilizados estes apresentam características 

diferentes das encontradas nos alimentos. Os óleos essenciais e nanoemulsões apresentam 

maior eficácia antimicrobiana e não causam prejuízos sensoriais nos alimentos em comparação 

ao NA livre. A nonocapsulação promove de forma lenta e prolongada a ação antimicrobiana e 

previne a ação antibacteriana ao longo do tempo (LELIS et al.,2021). 

Levando em consideração a pesquisa com Campylobacter, Salimikia e colaboradores, 

em 2020 fizeram uma mini revisão de literatura, onde encontraram nas bases de dados 57 

artigos, dos quais 27 artigos (período de 1994 a 2013) foram selecionados de acordo com os 

critérios dos autores. Nesta revisão os autores relataram que 71 plantas medicinais apresentaram 

efeitos anti-Campylobacter spp. e que estão descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Lista de plantas medicinais frente as espécies de Campylobacter 

 
 Nome Científico Família País de origem da 

planta 

Bactéria estudada 

1 Cryptolepis sanguinolenta Asclepiadaceae Oeste da Africa C. jejuni e C. coli 

2 Zingiber ottensii Veleton Zingiberaceae Tailandia C. jejuni 

3 Ocimum basilicum L. var. citratum Lamiaceae Tailandia C. jejuni 

4 Mentha arvensis L. var. piperascens 

Malinv. 

Lamiaceae Tailandia C. jejuni 

5 Cymbopogon citratus Stapf. Poaceae Tailandia C. jejuni 

6 Allium odorum L. Liliaceae Taiwan C. jejuni e C. coli 

7 Hibiscus sabdariffa L. Malvaceae Taiwan C. jejuni, C. coli e C. fetus 

8 Leptospermum petersonii Myrtaceae Australia C. jejuni e C. coli 

9 Melaleuca alternifolia Myrtaceae Australia C. jejuni e C. coli 

10 Backhousia citriodora Myrtaceae Australia C. jejuni e C. coli 

11 Origanum minutiflorum Lamiaceae Turquia C. jejuni, C. lari e C. coli 

12 Epinetrum villosum Menispermaceae República do Congo e 

Angola 

C. jejuni ATCC 24428, C. coli ATCC 

33559 

13 Mammea africana Clusiaceae Africa Tropical C. jejuni ATCC33291 

14 Searsia chirindensis L. Anacardiaceae Africa do Sul C. jejuni ATCC29428 

15 Terminalia macroptera Combretaceae Oeste da Africa 106 isolados de Campylobacter sp.  

(casos de gastroenterites em Portugal) 

16 Grape Vitis vinifera Vitaceae Espanha 12 isolados de Campylobacter  

(4 clínicos, 4 frangos, 2 NCTC, 2 
ATCC) 
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17 Lippia javanica Verbenaceae Africa do Sul 110 isolados clínicos de 
Campylobacter 

18 Pterocarpus angolensis Fabaceae Africa do Sul 110 isolados clínicos de 

Campylobacter 

19 Senna hirsuta Fabaceae Nigéria Isolados clínicos de C. jejuni  

20 Daniella oliveri Caesalpiniaceae Nigéria Isolados clínicos de C. jejuni  

21 Landolphia dulcis Apocynaceae Nigéria Isolados clínicos de C. jejuni  

22 Zingiber officinale Zingiberaceae Australia C. jejuni (NCTC: 11828) 

23 Capsicum annum Solanaceae Australia C. jejuni (NCTC: 11828) 

24 Glycyrrhiza glabra Fabaceae Australia C. jejuni (NCTC: 11828) 

25 Taraxacum officinale Asteraceae Australia C. jejuni (NCTC: 11828) 

26 Salvia officinalis Lamiaceae Australia C. jejuni (NCTC: 11828) 

27 Tabebuia impetiginosa Bignoniaceae Australia C. jejuni (NCTC: 11828) 

28 Acacia farnesiana Fabaceae Mexico Isolados clínicos de C. jejuni,  

29 Artemisia ludoviciana Asteraceae Mexico C. jejuni e C. coli, 

30 Opuntia ficusindica Cactaceae Mexico C. jejuni e C. coli, 

31 Cynara scolymus Asteraceae Mexico C. jejuni e C. coli, 

32 Citrus bergamia Rutaceae Reino Unido C. jejuni ATCC 33291  

33 Marigold taegetes Asteraceae USA C. jejuni 

34 Ginger Zingiberaceae USA C. jejuni 

35 Jasmine Oleaceae USA C. jejuni 

36 Patchouli Lamiaceae USA C. jejuni 

37 Gardenia Rubiaceae USA C. jejuni 

38 Cedar Pinaceae USA C. jejuni 

39 Carrot Apiaceae USA C. jejuni 

40 Celery Apiaceae USA C. jejuni 

41 Mugwort Asteraceae USA C. jejuni 

42 Spikenard Araliaceae USA C. jejuni 

43 Orange bitte Rutaceae USA C. jejuni 

44 Adenanthera pavonina Fabaceae Tailandia C. jejuni ATCC 29428 

45 Annona squamosa Annonaceae Tailandia C. jejuni ATCC 29428 

46 Eleutherine americana Iridaceae Tailandia 65 Campylobacter  

(39 humanos e 26 frangos) 

47 Drypetes gosseweileri Euphorbiaceae Camarão Clínicos de C. jejuni/ coli  

48 Pleiocarpa sp Apocynaceae Camarão Clínicos de C. jejuni/ coli 

49 Zingiber officinale Zingiberaceae Malasia C. jejuni 

50 Curcuma longa Zingiberaceae Malasia C. jejuni 

51 Alpinia galanga Zingiberaceae Malasia C. jejuni 

52 Enantia chlorantha Annonaceae Camarão Clínicos de C. jejuni/ coli 

53 Eucalyptus occidentalis Myrtaceae Australia Isolados de aves de C. jejuni e C. coli 
(ATCC43484) 

54 Eucalyptus gomphocephala Myrtaceae Australia Isolados de aves de C. jejuni e C. coli 

(ATCC43484) 

55 Acacia baileyana Fabaceae Australia Isolados de aves de C. jejuni e C. coli 

(ATCC43484) 

56 Calendula officinalis Asteraceae Australia C. jejuni NCTC 11168 (ATCC 700819)  
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57 Matricaria recutita Asteraceae Australia C. jejuni NCTC 11168 (ATCC 700819)  

58 Foeniculum vulgare Apiaceae Australia C. jejuni NCTC 11168 (ATCC 700819)  

59 Zingiber officinale Zingiberaceae Australia C. jejuni NCTC 11168 (ATCC 700819)  

60 Salvia officinalis Lamiaceae Australia C. jejuni NCTC 11168 (ATCC 700819)  

61 Silybum marianum Asteraceae Australia C. jejuni NCTC 11168 (ATCC 700819)  

62 Hydrastis Canadensis Ranunculaceae Australia C. jejuni 

63 Filipendula ulmaria Rosaceae Australia C. jejuni 

64 Glycyrrhiza glabra Fabaceae Australia C. jejuni 

65 Curcuma longa Zingiberaceae Australia Isolados Clinicos de C. jejuni  

66 Origanum vulgare Lamiaceae Australia C. jejuni NCTC 11168 (ATCC 700819) 

67 Syzygium aromaticum Myrtaceae Australia C. jejuni NCTC 11168 (ATCC 700819) 

68 Allium sativum Amaryllidaceae USA 4 isolados de C. jejuni (ATCC33291, 

ATCC33560, ATCC43430, e ATCC 

49943) 

69 Dracocephalum multicaule Lamiaceae Irã C. coli e C. jejuni 

70 Heracleum lasiopetalum Apiaceae Irã C. coli e C. jejuni 

71 Acacia nilotica Fabaceae Nigéria C. coli (isolado de cabra) 

 

Nesta revisão, podemos observar que, embora vários estudos sobre a atividade biológica 

das plantas medicinais frente as espécies de Campylobacter tenham sido descritas, os dados são 

inexistentes em relação a isatina e aos outros compostos estudados nesta tese. 

 As indústrias se concentram em programas de triagem a fim de identificar novos 

antibióticos a partir de fontes naturais (KUMAR et al., 2010). Além disso, o aumento alarmante 

na incidência de novas doenças infecciosas e resistência aos fármacos atuais, vem mostrando a 

necessidade em descobrir novos compostos químicos com atividade antimicrobiana e, 

possivelmente, com novos mecanismos de ação (ADWAN et al., 2010). Nesta perspectiva, o 

interesse da comunidade científica por pesquisas na área de produtos naturais com potencial 

para atividade biológica, vem claramente crescendo.  

 

 Isatina e seus Derivados com Atividade Biológica 

 

A isatina foi sintetizada pela primeira vez por Erdman e Laurent em 1840, como um 

produto da oxidação do corante índigo por ácido nítrico e cromo (CANDIDO-BACANI et al., 

2011). Este composto que possui em sua estrutura um núcleo indólico, um anel aromático 

sujeito a reações de substituição eletrofílica aromática principalmente nas posições 5 e 7, duas 

carbonilas (uma cetônica e uma amídica) com reatividade distintas (passíveis de reações de 

adição, condensação e redução, por exemplo) e um grupamento N-H que pode sofrer 

reações de N-alquilação ou N-acilação (MATHUR; NAIN, 2004). Portanto, vem sendo  

amplamente utilizado em síntese orgânica (SILVA et al., 2010) e possibilita a formação de 

novos compostos heterocíclicos com diferentes atividades (KHAN et al., 2015) (Figura 4).  
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Figura 4. Estrutura da isatina (1H-indol-2,3-diona). Fonte: SILVA, 2018. 

 

Acreditou-se que, por aproximadamente mais de 100 anos a isatina era um composto 

exclusivamente sintético. Contudo, foi extraída a partir de plantas da espécie Isatis tinctoria, e 

da espécie Couroupita guianensis Aubl (Figura 5A e B), Melochia tomentosa, Boronela 

koniamboensis e, também, presente de forma endógena nos animais como nas secreções da 

glândula parótida do sapo Bufo, nas massas de ovos do molusco australiano Dicathais orbita. 

(SILVA, 2010, SILVA, 2018). 

 

 
 

Figura 5. Couroupita guianensis Aubl. A. Árvore; B. Cachos e flores. Fonte: a autora (2021). 
 

A Figura 6 mostra que a partir do núcleo indol comprovou-se diversas atividades 

farmacológicas. O heterociclo isatina, por exemplo, que deriva deste precursor, é uma molécula   

pequena e versátil, e tornou-se uma matéria-prima importante para a síntese de um amplo 

espectro de compostos bioativos com um amplo perfil farmacológico e de diversas propriedades 

biológicas como antibacteriana, anti-HIV, anti-inflamatórias, anti-helmínticos, antioxidante, 

anticonvulsivos e, anticancerígenas e anti-tuberculares, entre outros (SILVA, 2010; SHARMA, 

2010). 
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Figura 6. Núcleo indol e suas principais atividades biológicas. Fonte: SHARMA et al., 2010 

 

Um exemplo do uso da isatina como matéria-prima de fármacos é o caso 

do sunitinibe (Figura 7), aprovado, em 2006, pelo FDA para o tratamento de carcinoma de 

células renais (RCC) e de tumores do estroma gastrointestinal (GIST) (FAIVRE et al., 2007). 

Em 2011, também foi aprovado para o tratamento de câncer pancreático raro (VINIK; 

RAYMOND, 2013). 

 

 
 

Figura 7. Estrutura do sunitinibe. Fonte: FAIVRE et al., 2007. 

 

Musa Özil e colaboradores, em 2011 analisaram os híbridos de isatina-1,2,4-triazoles e 

verificaram atividades antibacterianas fracas a moderada com valores de MIC de 8-500 μg/mL 

frente a bactérias Gram-positivas S. aureus e B. subtilis e Gram-negativas como a E. coli e P. 

aeruginosa e não foram superiores à ampicilina de referência (MIC = 0,8-1,6 μg/mL).   

Em 2016, Therani e colaboradores também realizaram um estudo referente a atividade 

antimicrobiana dos seus derivados de hidrazona sintetizados. As cepas bacterianas utilizadas 

foram Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e S. aureus 
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resistente à meticilina (MRSA, ATCC 43300). A amicacina foi utilizada como um antibiótico 

padrão. O mais interessante, nesse estudo, é que os seus derivados testados exibiram uma 

excelente atividade frente a P. aeruginosa, apresentando MIC = 6,25 μg/mL. Este resultado foi 

muito importante uma vez que P. aeruginosa é um patógeno altamente oportunista e 

clinicamente importante. 

A versatilidade estrutural com que podem ser sintetizadas, seja através da incorporação 

de dois ou mais farmacóforos em um único composto híbrido representa uma estratégia 

promissora da isatina no desenvolvimento de novos medicamentos com potencial para superar 

a resistência cruzada e aumentar a potência em comparação com os medicamentos originais 

(REN et al., 2018; XU et al., 2018).  

A isatina e seus derivados são uma escolha razoável, pois avanços recentes desses 

derivados, incluindo isatina-azol, isatina-quinolina / quinolona, isatina-furano / cumarina, 

isatina-hidrazona / (tio) semicarbazona, dímeros de isatina e híbridos de isatina-indol tem se 

mostrado como um agente promissor para potenciais agentes antibacterianos com espectro mais 

amplo, maior potência, menor toxicidade e múltiplos mecanismos de ação (GUO, 2018). 

Diversos grupos de pesquisa têm descrito estudos na literatura em relação ao potencial 

da isatina e seus derivados na atividade antimicrobiana de diversas bactérias, seja dos gêneros 

das bactérias Gram-positivas ou das Gram-negativas. Nesse contexto, com este estudo de tese 

vimos possíveis resultados promissores da isatina em relação as principais espécies de 

Campylobacter. 

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523418310547#!
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 Equipamentos e Materiais 

 

• Estufa bacteriológica à 37 °C e 42 °C – marca: Fanem. 

• Microscópio binocular - marca: Nikon 

• Cabine de segurança biológica - marca: Vecco 

• Balança analítica - marca: Sartorios 

• Banho-maria - marca: Fanem 

• Micro-ondas - marca: Electrolux 

• Freezer - marca: Fanem 

• Geladeira – marca: Fanem: 

• Leitor de placa de ELISA – marca: Loccus 

• Recipiente/Jarra com atmosfera de microaerofilia – marca: BD GasPaKTM EZ 

• Alça de platina 

• Bico de Bunsen 

• Discos de difusão de 6 mm, estéreis 

• Tubos de vidro estéreis, com capacidade de 5 mL 

• Régua para medição dos halos 

• Microplacas estéreis contendo 96 orifícios – marca: ARCA COSTAR 

• Placas de petri descartáveis – marca: CORNING 

• Proveta – marca: Pirex 

• Pipetador automático – marca: Eppendorf 

• Pipetas descartáveis estéreis – marca: KASVI 

• Ponteiras, descartáveis, estéreis, com capacidade de 1,0-200 µL e 1000 µL 

• SWAB – cotonete estéril 

• Tubo 0,5 Escala de McFarland 

• Microtubos estéreis com capacidade de 1,5 mL – marca: Falcon 

• Micropipetas com capacidades de 5 µL, 10 µL, 100 µL e 100 µL – marca: Eppendorf 

• Jarra de anaerobiose – marca: BD GasPaKTM EZ 

• Envelope para atmosfera de microaerofilía 

 

 .Reagentes 

 

• Água tipo II estéril 

• Dimetilsulfoxido (DMSO) – marca: Sigma 

• Solução de Dimetilsulfoxido (DMSO) a 1% v/v 

• Solução salina estéril (NaCl) a 0,9% 

• Meio Agar Columbia – Marca: Difco 

• Meio de cultura Agar Nutriente – Marca Difco 

• Meio de cultura Ágar Muller- Hinton – Marca: Oxoid 

• Ciprofloxacina (CIP) - (antibiótico) à 5 µg/mL - marca: Sigma-Adrich 

• Revelador - cloridrato de 2-p-iodophenyl-3-p-nitrofenil-5-fenil tetrazolium (INT) à 2 

mg/mL – marca: Merck 

• Revelador - cloridrato de tri-fenil-tretazolium (TTC) à 1% 4.2 – marca: Sigma-Adrich 
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 Local de Realização dos Experimentos  

 

Os ensaios microbiológicos foram realizados no Laboratório de Zoonoses 

Bacterianas/Setor de Campylobacter do Instituto Oswaldo Cruz, pertencente à Fundação 

Oswaldo Cruz. 

 

 Identificação das Espécies Vegetais e Preparação dos Extratos 

 

Os extratos e frações, bem como os óleos fixos utilizados no estudo foram extraídos, 

previamente, no Departamento de Química Orgânica da UFRRJ e no Instituto de Química da 

UFRN, em colaboração com os professores Márcia C. C. de Oliveira e Maria Aparecida M. 

Maciel, respectivamente. 

A isatina e seus derivados, e outras substâncias sintéticas foram previamente preparadas 

no Departamento de Química Orgânica da UFRRJ sob a orientação da professora Aurea 

Echevarria. A Tabela 3 mostra as amostras utilizadas neste estudo. 

As soluções utilizadas no experimento foram previamente preparadas no Laboratório de 

Tecnologia Diagnóstica de Bio-Manguinhos (LATED). 

 

Tabela 3. Lista dos extratos, frações, óleos essenciais, substâncias naturais isoladas e sintéticas 

utilizados no estudo de triagem 

 

Número Nome Código Tipo de Material 

1 
Croton cajucara Benth 

(Euphorbiaceae) 
CC-EHA 

Extrato hidroalcóolico bruto das cascas 

(etanol: água, 9:1) 
2 Croton cajucara Benth 

(Euphorbiaceae) 
F1-7 Óleo fixo (fração hexânica) 

3 
Croton cajucara Benth 

(Euphorbiaceae) 
F25-27 

Óleo fixo 2 (fração hexano: acetato de 

etila, 9:1)  

4 
Croton cajucara Benth 

(Euphorbiaceae) 
F28 

Fração contendo: maior percentual de 

t-DCTN comparado com a F 25-27 

(fração hexano: acetato 8:2) 

5 Croton cajucara Benth 

(Euphorbiaceae) 
DCTN Trans-desidrocotonina (diterpeno 

isolado) 
6 Croton cajucara Benth 

(Euphorbiaceae) 
AAA Ácido acetil aleiturólico (tripterpeno 

isolado) 
7 Croton cajucara Benth 

(Euphorbiaceae) 
CTN Trans-crotonina (diterpeno isolado) 

9 Benzil-fenil-tiouréia  BEN-H Derivado da classe das tiouréias 

10 Benzil-4-Metoxi-fenil-tiouréia BEN-OCH3 Derivado da classe das tiouréias 

11 Benzil-4-nitro-fenil-tiouréia BEN-NO2 Derivado da classe das tiouréias 

12 Fenetil  FEN-H Derivado da classe das tiouréias 

13 Fenetil-4-Metóxi-fenil-tiouréia FEN-OCH3 Derivado da classe das tiouréias 

14 Fenetil-4-nitro-fenil-tiouréia FEN-NO2 Derivado da classe das tiouréias 

15 Isatina comercial IST Isatina 

16 Isatina -4-cloro-feniltiossemicarbazona IST-4-Cl-TIO Derivado da isatina 

17 Isatina-4- fluor-feniltiossemicarbazona IST-4-F-TIO Derivado de isatina 

18 Fenil-sidnona SID-1 Derivado mesoiônico 

19 4-Fluor-fenil-sidnona SID-2 Derivado mesoiônico 

20 4-Cloro-fenil-sidnona SID-3 Derivado mesoiônico 

21 4-Bromo-fenil-sidnona SID-4 Derivado mesoiônico 

22 3-Benzil-sidnona SID-6 Derivado mesoiônico 

23 3-Fenetil-sidnona SID-7 Derivado mesoiônico 

24 Cordia superba Baba de boi Extrato bruto etanol: água (9:1) 
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25 Parthernium hysterophorus Losna Branca Extrato em diclorometano 

26 Kalonchoe brasilienses Saião Extrato bruto etanol: água (9:1) 

27 Talinum triangulare Beldroega Extrato diclorometano: hidroalcóolico 

28 Physalis angulata Physalis 
Extrato bruto etanol: água e fração 

(9:1) 

29 Talinum triangulare Talinum Extrato etanol: água (9:1) 

30 Physalis angulata Physalis Extrato bruto etanol: água (9:1) 

31 Pyrostegia venusta 
Flor de São 

João 
Extrato etanol: água (9:1) 

32 Pyrostegia venusta 
Folha de São 

João 
Extrato etanol: água (9:1) 

33 Ulva fasciata Delile  R1 Extrato: etanol: água (9:1) a frio 

34 Ulva fasciata Delile  R2 Extrato em etanol: água (9:1) a quente 

35 Ulva fasciata Delile R3 Extrato em hexano a frio 

36 Ulva fasciata Delile  R4 Extrato em hexano a quente 

37 Ulva fasciata Delile  R5 Extrato em acetato de etila à quente 

38 Ulva fasciata Delile  R6 
Extrato em etanol: água (9:1) à quente 

sem o polissacarídeo ulvana 

39 Ulva fasciata Delile  R7 Extrato: fração lipídica  

Obs.: Todas as amostras foram utilizadas nos ensaios de triagem na concentração final de 20 µg/mL. 
 

 

 Solução de Estoque dos Extratos, Frações, Óleos Essenciais, Substâncias Isoladas e 

Sintéticas 

 

Os estoques dos extratos, frações, óleos essenciais, dos extratos, substâncias naturais 

isoladas e sintéticas foram pesados e diluídos em solução estéril de Dimetilsulfóxido (DMSO) 

1% v/ v, onde a concentração final da solução no disco foi de 20 g/mL (Figura 8-A). Após 

este procedimento, o material foi aliquotado em criotubos com volumes de 1 mL e armazenados 

na geladeira de 2 a 8 °C, protegidos da luz até o momento do uso (Figura 8-B). 
 

 
 

Figura 8.  A. Preparação das soluções para diluição das amostras em Cabine de Segurança 

Biológica; B. Criotubos para armazenamento. Fonte: LATED/BIO-MANGUINHOS. 

 

 Método de Disco-Difusão Usado como Triagem para Observar a Ação Antibacteriana 

dos Extratos, Frações, Óleos Essenciais, Substâncias Naturais Isoladas e Sintéticas 

 

O teste de Disco-difusão foi realizado em ágar Mueller Hinton (marca Oxoid), segundo 

a metodologia recomendada pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSIb, 2018), 
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utilizando 39 amostras, a fim de observar a atividade antibacteriana das amostras testadas 

através da formação de um halo de inibição.   

 

3.6.1. Cepas bacterianas escolhidas para o estudo de triagem 

 

As cepas da American Type Culture Collection (ATCC®) de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Campylobacter jejuni ATCC 33560 foram 

usadas como padrão neste estudo de triagem. Estas se encontram estocadas em um freezer de 

ultrabaixa temperatura à -70 °C no Laboratório de Zoonoses Bacterianas/ Setor de 

Campylobacter. 

 

3.6.2. Preparação da suspensão de cepas bacterianas 

 

Para a preparação da suspensão bacteriana de Campylobacter jejuni ATCC 33560, 

fornecida pela Coleção de Campylobacter (CCAMP), o material foi retirado do freezer e 

semeado em placas contendo o meio de Ágar Columbia (Difco) acrescido de carvão ou sangue 

e incubados em estufa à 42 °C por 48 h, em uma jarra com atmosfera de microaerofilia. As 

cepas de S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922 foram semeadas em placas contendo o 

meio de cultura Ágar Nutriente (Difco) e incubadas à 37ºC por 24 h. Após o crescimento, as 

colônias selecionadas foram transferidas "pescadas" com uma alça estéril para um tubo 

contendo solução salina, também estéril. As suspensões das cepas bacterianas foram 

padronizadas em uma turbidez óptica comparável à da solução padrão do tubo 0,5 da escala 

McFarland, que corresponde a uma suspensão de aproximadamente 1-2 x108 UFC/mL (Figura 

9). 

 

 
 

Figura 9. Cepas padrão de S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e C. jejuni ATCC 

33560 diluídas em solução salina na escala padrão do tubo 0,5 da escala de McFarland. 

Fonte: LABZOO/CCAMP. 
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3.6.3. Semeadura de suspensões bacterianas em placas com meio de cultura de Ágar 

Mueller Hinton (MH) acrescido de sangue 

 

Com o auxílio de um “swab” esterilizado, as suspensões bacterianas foram semeadas 

em três direções, na superfície do meio de cultura, a fim de garantir a distribuição uniforme do 

inóculo no meio. O meio de cultura utilizado para o crescimento foi o Ágar MH acrescido de 

5% de sangue de carneiro desfibrinado para as cepas de Campylobacter, S. aureus e E. coli. A 

semeadura ocorreu dentro de 15 minutos após o ajuste da turbidez, preservando assim a 

capacidade de replicação das cepas. A semeadura, para cada fração em teste, foi realizada em 

triplicata (Figura 10). 

 

 
 

Figura 10. Semeadura de Campylobacter jejuni ATCC no meio MH acrescido de sangue. 

Fonte: LABZOO/CCAMP. 
 

3.6.4. Impregnação dos discos com as amostras e aplicação nas placas de ágar MH 

inoculadas com as bactérias  

  

Discos de papel filtro de 6 mm estéreis foram colocados em uma placa de Petri estéril, 

utilizando uma Cabine de Segurança Biológica, e os discos foram impregnados com 20 μL de 

cada amostra que foi testada (Figura 11). 
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Figura 11. Discos estéreis em placas de petri, onde foram depositados 20 µL de cada amostra 

que foi testada. Fonte: LABZOO/CCAMP. 
 

Os discos impregnados com as amostras foram depositados na superfície do meio de 

cultura das placas previamente inoculadas, com o auxílio de uma pinça. O intervalo entre a 

impregnação dos discos e seu uso efetivo não excedeu a 20 minutos (Figura 12 A). A distância 

entre os discos e as bordas da placa de Petri foram de 30 mm, para que os halos de inibição de 

crescimento não se sobrepusessem. O controle negativo (ausência de halo) foi feito com discos 

impregnados apenas com Dimetilsulfóxido (DMSO) à 1% v/v e o controle positivo 

(aparecimento do halo de inibição) foi feito com o disco de antibiótico contendo a 

Ciprofloxacina à 5 µg/mL (CIP), da marca Oxoid. As placas foram invertidas e incubadas em 

estufa à 42 °C por 48 h, em jarras com atmosfera de microaerofilia para o crescimento do 

Campylobacter jejuni ATCC (Figura 12 B). Já para as cepas de S. aureus e E. coli estas foram 

incubadas em estufa à 37 °C por 24 h e/ou observadas até 48 h (dependendo da velocidade de 

crescimento dessas cepas). A leitura do diâmetro dos halos de inibição foi medida em 

milímetros com o auxílio de uma régua. A zona de inibição foi considerada em relação à área 

sem crescimento detectável a olho nu, com o mínimo de 7 milímetros. 

 

 
 

Figura 2. A. Colocação dos discos impregnados com as substâncias testes. Fonte: 

LABZOO/CCAMP; B. Incubação da cepa de Campylobacter em jarra, com atmosfera 

de microaerofilia, a 42 °C por 48 h. Fonte: LABZOO/CCAMP. 
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 Teste para a Determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC) 

 

As amostras com atividade antibacteriana no método de disco- difusão em ágar foram 

submetidas ao teste de microdiluição em caldo, a fim de determinar qual a mínima concentração 

necessária capaz de inibir cepas de Campylobacter que apresentavam ou não resistência 

antimicrobiana. A Tabela 4 indica a relação das cepas de Campylobacter spp., sua origem, local 

e data de isolamento, utilizadas nesta etapa e que foram cedidas pela Coleção de Campylobacter 

(CCAMP), do Instituto Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ. 

 

Tabela 4. Relação das Cepas cedidas da Coleção de Campylobacter (CCAMP) Laboratório de 

Zoonoses Bacterianas/ Coleção de Campylobacter do Instituto Oswaldo Cruz 
 

 Nº CCAMP 
Data de 

isolamento 

Local de 

isolamento 
Origem Espécie 

1 1553 1980 USA Animal C. jejuni 

2 499 1999 RJ Humana C. jejuni 

3 1504 2007 RJ Animal C. coli 

4 1505 2007 RJ Animal C. coli 

5 1507 2007 RJ Animal C. coli 

6 1509 2007 RJ Animal C. coli 

7 1510 2007 RJ Animal C. coli 

8 1023 2008 RJ Alimento C. jejuni 

9 1051 2009 RJ Alimento C. coli 

10 1052 2009 RJ Alimento C. coli 

11 1057 2009 RJ Alimento C. coli 

12 1477 2009 RJ Humana C. jejuni 

13 1062 2010 RJ Alimento C. coli 

14 1064 2010 RJ Alimento C. coli 

15 1067 2010 RJ Alimento C. coli 

16 1490 2011 RJ Humana C. jejuni 

17 1519 2014 RS Alimento C. jejuni 

18 1520 2014 RS Alimento C. jejuni 

19 1521 2014 RS Alimento C. jejuni 

20 1523 2014 RS Alimento C. jejuni 

21 1536 2014 RS Alimento C. jejuni 

22 1543 2014 RS Alimento C. jejuni 

23 1547 2014 RS Alimento C. jejuni 

24 1549 2014 RS Alimento C. jejuni 

25 1552 2014 RS Alimento C. jejuni 

26 1499 2015 RJ Humana C. jejuni 

27 1538 2015 RS Animal C. jejuni 

28 1554 2015 RJ Animal C. coli 

29 1555 2015 RJ Animal C. jejuni 

30 1574 2016 RJ Animal C. jejuni 

Fonte: Laboratório de Zoonoses Bacterianas/ Coleção de Campylobacter do Instituto Oswaldo Cruz 
 

 

 Teste de microdiluição em caldo 

 

As concentrações inibitórias mínimas foram determinadas por microdiluição em 

microplacas de 96 orifícios. Os testes foram feitos em triplicata para cada cepa de 

Campylobacter spp. A isatina foi preparada, previamente, na concentração de 20480 µg/mL 
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(solução mãe) sendo posteriormente diluída de 1:10 em dimetilsulfoxido (DMSO) a 1% v/v. A 

concentração final da solução de uso ficou em 2048 µg/mL. Ambas as soluções foram 

armazenadas na geladeira de 2 a 8 °C. 

 

a) Preparo das microplacas  

 

           Foram utilizadas microplacas de 96 orifícios em forma de “U”, já esterilizadas. 

Nestas microplacas foram adicionados 100 µL, em todos os orifícios, do meio de cultura 

Caldo Mueller Hinton (Oxoid) preparado e esterilizado previamente.  Em seguida, foi 

adicionado 100 μL da solução contendo a isatina, à concentração de 2048 µg/mL, na 

primeira linha de cada microplaca. Deste modo, a concentração inicial da isatina, na 

primeira linha da placa foi de 1024 µg/mL. Posteriormente, foram retirados do primeiro 

poço 100 µL e adicionados ao segundo poço, onde 7 diluições seriais de base 2 foram 

feitas. Assim as concentrações testadas foram 1024 µg/mL, 512 µg/mL, 256 µg/mL, 

128 µg/mL, 64 µg/mL, 32 µg/mL, 16 µg/mL e 8 µg/mL (Figura 13) para todas as 30 

cepas de Campylobacter. O volume final de cada orifício da placa foi de 100 µL. Para 

as cepas de Campylobacter que apresentaram MIC igual a 8 µg/mL foram feitas 

diluições adicionais de 4 µg/mL, 2 µg/mL, 1 µg/mL (Figura 14). 

 

 
 

Figura 3. Esquema representativo do Teste de Microdiluição em Caldo, onde as colunas são as 

cepas 01, 02, 03 e 04 testadas, em triplicata. A concentração do extrato usado está 

representada.  
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Figura 4. Esquema representativo do Teste de Microdiluição em caldo, onde as colunas são 

exemplos das cepas de Campylobacter spp. testadas, em triplicata, com os controles nas 

colunas da direita. As concentrações utilizadas da isatina estão representadas pelas 

linhas. 

Legenda: Controles positivos: Meio MH+ Bacteria e Meio MH + DMSO + Bactéria. Controles 

negativos: Meio MH+ Extrato diluído e só o Meio MH. Controle com antibiótico: Meio MH + 

Ciprofloxacina à 5 µg/mL mais Bactéria.  

 
 

b) Preparo das culturas de Campylobacter spp. 

 

O inóculo foi preparado transferindo-se colônias de culturas recentes de Campylobacter, 

para tubos contendo solução salina até que a turvação atingisse o equivalente ao tubo 0,5 da 

escala de MacFarland, correspondendo a 1-2,0 x108 UFC/mL. Para a microdiluição em caldo, 

segundo o CLSI M7A6, 2003, o inóculo precisava ser diluído 1:10 em solução salina, tornando-

se uma diluição de 107 UFC/mL, mas como cada orifício da microplaca recebeu 5 µL de 

inóculo, a concentração final foi de 5 x 104 UFC/poço. 

 

c) Preparo dos controles  

 

Os controles utilizados neste experimento foram adicionados a cada poço da microplaca, 

em triplicata, conforme descrito abaixo, ver Figura 15. 
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Figura 5. Esquema representativo do Teste de Microdiluição em caldo, onde as colunas são 

exemplos das cepas de Campylobacter spp. testadas, em triplicata, com os controles nas 

colunas da direita. As concentrações utilizadas da isatina estão representadas pelas 

linhas. Legenda: Controles positivos: Meio MH+ Bacteria e Meio MH + DMSO + 

Bactéria. Controles negativos: Meio MH+ Extrato diluído e só o Meio MH. Controle 

com antibiótico: Meio MH + Ciprofloxacina à 5 µg/mL mais Bactéria. 

 

Controle negativo (ausência de crescimento): somente o meio de cultura em um 

orifício para ver a esterilidade do meio e no outro orifício o meio de cultura e o extrato diluído 

em DMSO a 1% v/v para ver a esterilidade dos outros componentes. 
 

Controles positivos (presença de crescimento): adicionou-se em um orifício o meio de 

cultura e o micro-organismo para ver a viabilidade da bactéria e em outro poço o meio de cultura 

e mais o DMSO a 1% v/v com o micro-organismo para testar se o DMSO iria interferir no 

crescimento da bactéria.  

 

Controle com antibiótico (ausência de crescimento): adicionou-se em cada poço da 

microplaca o meio de cultura e o antibiótico ciprofloxacina, de modo que a concentração final 

fosse 5 µg/mL e mais a cepa padrão de Campylobacter ATCC 33560 que é sensível a este 

antibiótico.  

 

d) Preparo da solução reveladora e leitura 

 

          A solução reveladora de INT (cloridrato de 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fenil 

tetrazolium) à 2 mg/mL foi preparada, diluindo-a em água estéril. Após o período de a 

incubação foi adicionado 10 μL desta solução de INT a cada poço da microplaca e foi incubado 

novamente na estufa por 30 minutos, na ausência de luz. O aparecimento de uma cor rosa 

indicou onde ocorreu o crescimento bacteriano. O MIC correspondeu à menor concentração do 

extrato em que não foi possível verificar o crescimento da bactéria a olho nu (ELOFF, 1998). 

Para aferição da turvação produzida utilizou-se espectroscopia UV a 595 nm, com o auxílio de 

um leitor de ELISA 

Foi feito, um teste com um outro revelador, o cloridrato de tri-fenil-tretazolium (TTC) 

a 1%, aplicando 10 μL desta solução aquosa a cada orifício da microplaca. A leitura da atividade 

foi realizada após o período de incubação de 30 minutos, na ausência de luz, onde uma 

coloração rosa muito fraca indicou o crescimento da bactéria. Devido a solução já estar pronta 
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comercialmente, na concentração de 1%, e sendo o recomendado por Eloff (1998) a 20 µg/mL, 

optamos por não usar mais este revelador. 

 

e) Período de incubação e atmosfera de microaerofilia 

 

Após o preparo da microplaca e adição do micro-organismo, o conteúdo foi 

homogeneizado com movimentos circulares, durante 1 minuto antes da incubação à 37 °C para 

24 h e/ou 48 h, em uma jarra com atmosfera de microaerofilia. A atmosfera de microaerofília 

foi feita utilizando o envelope da Gaspak EZ Campy, da Becton Dickinson® (Figura 16). 

 

 
 

Figura 6. Jarra para incubação das microplacas de 96 poços, em atmosfera de microaerofília. 

Fonte: LABZOO/CCAMP.  

 

 Teste para a Determinação da Concentração Bactericida Mínima (MBC) 

 

A Concentração Bactericida Mínima (MBC) foi determinada a partir dos poços, nos 

quais não houve crescimento bacteriano visível na microplaca de 96 poços do teste para a 

determinação da MIC e antes da adição do revelador. A partir dos poços, sem crescimento 

bacteriano foi retirada uma alíquota de 10 μL, a qual foi inoculada na superfície do ágar Mueller 

Hinton (marca Oxoid) acrescido de sangue a 5%, e em seguida, após secar por alguns minutos, 

foram incubadas em uma jarra com atmosfera de microaerofilía a 37°C por até 48 horas. O teste 

foi feito em triplicata. A leitura foi feita de acordo com a presença ou ausência do crescimento 

bacteriano e foi definida a MBC como a menor concentração da isatina capaz de causar a morte 

do micro-organismo, Figura 17. 

 

 
 

Figura 7.  A. Mostra como foi dividida a placa de Ágar MH acrescida de sangue com as 

concentrações referentes aos MICs, onde não houve turvação; B. Após incubação, o 
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crescimento bacteriano foi observado na concentração de 8 µg/mL. Determinando que 

a MBC da isatina para esta cepa foi de 16 µg/mL. 

 

 

 Avaliação da Citotoxicidade In Vitro por Captação de Vermelho Neutro Utilizada 

para Determinação do IC50 

 

A citotoxicidade foi avaliada pelo método NRU – Neutral Red Uptake, segundo o Guia 

129 da OECD (Guidance document on using cytotoxicity tests to estimate starting doses for 

acute oral systemic toxicity tests), com algumas adaptações, como a utilização da linhagem 

celular MRC-5 e o tempo de exposição para a avaliação em 24, 48 e 72 horas. Foram realizados 

3 experimentos independentes. 

 

 Local e Preparação das Células 

 

As células utilizadas foram preparadas na Seção de Controle de Banco de Células de 

Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, na concentração de 25.000 células/ poço/100 µL em meio basal 

com 10% SFB, com 24 horas de crescimento. Estas células apresentavam ausência de 

micoplasma e esterilidade atestadas. A Figura 18 mostra a preparação das células até antes da 

adição da isatina. 

 
 

Figura 8.  Etapas da preparação das células para o experimento até a adição da isatina. A. 

Preparação das células MRC-5; B. Preparo das diluições e inoculação na célula MRC-

5; C. Placas contendo a célula MRC-5; D. Placa após a inoculação das concentrações 

com isatina. 

 

 Concentração da Isatina e Controles Utilizados 

 

As concentrações da isatina avaliadas foram: 8 µg/mL, 16 µg/mL, 32 µg/mL, 64 

µg/mL,128 µg/mL, 256 µg/mL, 512µg /mL,1024 µg/mL, sendo 6 replicatas de cada diluição 

(Figura 19). 
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Figura 9. Esquema da placa de 96 poços com a cultura de células em relação as concentrações 

da isatina e os controles branco e negativo.  Legenda: BR-Branco; CN-controle negativo 

 

O controle positivo (CP), de forma a validar o experimento, foi a solução de SDS 

(dodecil sultato de sódio) a 0,5% em PBS (salina tampão fosfato). As concentrações de SDS 

avaliadas foram 100 µg/mL, 68,02 µg /mL, 46,28 µg/mL, 31,48 µg/mL, 21,41 µg/mL, 14,57 

µg/mL, 9,91 µg/mL e 6,74 µg/mL, sendo 6 replicatas de cada diluição, conforme Figura 20. 

 

 
 

Figura 20. Esquema da placa de 96 poços com a cultura de células em relação as concentrações 

dos controles positivo, negativo e o branco. Legenda: BR-branco; CN-controle negativo; 

CP-controle positivo 
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Os controles negativos (CN), foram os poços com células somente com o meio basal e 

o branco (BR), os poços sem célula e inoculado com meio basal. 

Após o crescimento das células MRC-5 por 24 horas, o meio foi vertido nas placas, com 

cuidado, sendo o excesso de meio retirado em toalha tipo wiper e depois foi inoculado nas 

células 100 µL da isatina diluída em meio basal sem SFB, o mesmo procedimento foi feito para 

os controles e o branco.  
 

 

 Tempo de Exposição da Isatina e Preparo das Células Para a Eluição com o 

Corante  

 

O procedimento foi realizado em triplicata, sendo 1 placa para cada tempo de exposição 

da isatina. Os tempos de exposição foram 24, 48 e 72 horas.  

Após cada tempo de exposição, as células foram observadas ao microscópio, verificando 

qualquer alteração na morfologia celular, citotoxicidade e contaminação.  

O meio das placas foi vertido com cuidado, retirado o excesso de meio em wiper. Os 

poços foram lavados uma vez com 250 µL/poço de PBS pré-aquecido a 37ºC. Logo após, foram 

adicionados 250 µL de vermelho neutro a 25 µg/mL, diluído em meio basal sem SFB e a placa 

incubada em estufa por 3 horas a 37 ºC com 5% CO2. Após incubação, os poços foram lavados 

com 250 µL/poço de PBS pré-aquecido a 37 ºC. A eluição do corante foi realizada adicionando 

100 µL de eluente (etanol 50% + ácido acético 1% + 49% de água) em cada poço. As placas 

foram mantidas sob agitação por 20-45 minutos protegidas da luz (Figura 21). 

 

 
 

Figura 10. Placa de 96 poços após adição do vermelho neutro. 
 

 

 Leitura das Absorbâncias e Cálculo dos Valores do IC50 

 

Após a eluição foi realizada a leitura das absorbâncias, dentro de 60 minutos após 

eluição, em leitora de Microplacas VersaMax® da Molecular Devices, em comprimento de onda 

de 540 nm e os cálculos foram feitos utilizando o programa GraphPad Prism®. 

A realização dos cálculos, considerou a subtração dos valores das DOs (densidade ótica) 

do branco com os DOs das amostras, o mesmo procedimento foi feito para os controles 

positivos e negativos. A partir destes valores, a viabilidade celular foi calculada como 

porcentagem do valor médio de DO do CN. A viabilidade celular foi calculada usando 

Microsoft Excel® conforme a equação: 

 
% de viabilidade= DO das concentrações teste / DO média controle negativo x100 
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O cálculo dos valores de IC50 da substância teste foi realizado no GraphPad Prism® além 

de uma análise da função Hill dos dados de viabilidade celular, replicados para cada 

concentração. A função Hill é recomendada porque todas as informações de dose-resposta são 

usadas, em vez de alguns pontos ao redor do IC50. A função Hill também fornece a inclinação 

da curva dose-resposta. 

Feita a eluição o corante vermelho neutro se apresenta com a coloração rosa, tanto na 

placa do CP contendo SDS (Figura 22 A), quanto na placa contendo a isatina (Figura 22 B). 

Quanto maior a intensidade da cor rosa mais células viáveis aquele determinado aquele poço 

tem.  

Na coluna correspondente ao CN (poços onde tem somente célula e meio), os poços se 

apresentam com coloração rosa intensa. 

 

 
 

Figura 11.  O corante vermelho neutro se apresenta com a coloração rosa. A. Placa contendo 

SDS (controle positivo) após eluição; B. Placa contendo Isatina após eluição        

 

 Análise Estatística 

 

Os valores de MIC e MBC foram calculados através da média de triplicatas em, no 

mínimo, três ensaios independentes e com desvio padrão menor do que 5% utilizando o 

programa Grad Pad Prism 5.0. Os ensaios com a linhagem celular MCR-5 foram realizados 

com três ensaios independentes e tiveram seus valores de IC50 calculados e analisados através 

do programa estatístico ANOVA, considerando os valores de p < 0,001. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho foi avaliado o efeito de atividade antimicrobiana de extratos, frações, 

óleos essenciais e substâncias isoladas de espécies vegetais e substâncias sintéticas frente a 

linhagens de Campylobacter spp. A escolha desse gênero foi pelo seu reconhecimento como 

um dos mais importantes patógenos zoonóticos que infectam humanos, e animais e contaminam 

alimentos como carnes cruas, leites e frangos etc., intensificando, assim, sua importância na 

agropecuária.  As espécies escolhidas C. jejuni e C. coli são aquelas que causam a maioria dos 

casos de infecção por Campylobacter, com 95% e 4%, respectivamente (Salimikia et al., 2020). 

A Campilobacteriose associada a elevada frequência de cepas resistentes como as 

fluorquinolonas, principalmente na avicultura, tem levado a busca de novas e alternativas 

estratégias na prevenção, controle e tratamento para a resistência bacteriana, sendo um dos 

propósitos deste estudo. 

 Teste de Triagem (Método de Disco-Difusão)  

 

Inicialmente, foi utilizado o método de disco-difusão como teste de triagem para todas 

as 39 amostras selecionadas. 

As cepas escolhidas foram o padrão da American Type Culture Collection (ATCC®) 

de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Campylobacter jejuni 

ATCC 33560. A seleção das duas primeiras bactérias padrão foi devido a estas serem de 

crescimento bacteriano rápido e cultivo simples, diferentemente do Campylobacter 

(crescimento em 48 horas, necessidade de atmosfera de microaerofilía e meios cultivos 

especiais), além disso, serem representantes, um do grupo das Gram-positivas e o outro das 

Gram-negativas. Quanto a cepa de Campylobacter jejuni ATCC 33560 foi a que realmente seria 

testada para as amostras selecionadas no teste de triagem. 

 Os resultados obtidos pelo método de disco-difusão, após a análise das 39 amostras 

mostraram que a isatina apresentou o melhor desempenho (Figura 23).  

 

 
 

Figura 12. Halos de inibição frente a cepa de C. jejuni (ATCC33560) nas amostras 1 e 4 

correspondentes a isatina (IST), respectivamente. Fonte: LABZOO/CCAMP. 

 

Posteriormente, a partir do resultado verificado com a isatina nos ensaios de triagem, 

prosseguiu-se com a determinação dos valores do MIC frente as demais bactérias selecionadas 

na coleção CCAMP (Tabela 4) das amostras que apresentaram resultados positivos. 
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Extratos e frações das espécies vegetais (Tabela 3) foram avaliadas frente a cepa de C. 

jejuni (ATCC 33560), sendo que destas 4 espécies, Pyrostegia venusta (folha de São João), 

Kalonchoe brasilienses (Saião) e Ulva fasciata - R6 (extrato bruto em etanol: água a quente 

sem o polissacarídeo ulvana da macroalga verde) e R7 (fração lipídica do extrato da macroalga 

verde) apresentaram grandes halos de inibição. Entretanto, houve também um crescimento, na 

parte interna do halo, de algumas ‘colônias satélites’, as quais foram submetidas a coloração de 

Gram, com o objetivo de avaliar a pureza do inóculo e qual era a bactéria que havia crescido 

nos referidos halos sendo observado células compatíveis com Campylobacter (Tabela 5 e 

Figura 24). A presença dessas ‘colônias satélites’ de Campylobacter no halo de inibição de 

crescimento indicam que algumas células mutantes resistem à ação desses extratos utilizados. 

Estes mutantes existem normalmente na população bacteriana, e o seu aparecimento não é 

induzido, mas ocorre devido ao fenômeno de mutação espontânea. 

 

Tabela 5. Resultados obtidos para o efeito antimicrobiano dos extratos de Kalonchoe 

brasilienses (Crassulaceae), Pyostegia venusta (Bignoceaceae), Ulva fasciata - R6 

(extrato bruto a quente sem o polissacarídeo ulvana) e Ulva fasciata - R7 (fração 

lipídica) na concentração de 20 g/mL 

 

Extratos 

S. aureus 

ATCC25922 

E. coli 

ATCC25923 

C. jejuni 

ATCC 33560 

Halo de inibição (mm) 

Kalonchoe brasilienses (Saião) Negativo Negativo 19 

Pyostegia venusta (Folha de São João) Negativo Negativo 24 

R6 - extrato bruto a quente de Ulva fasciata Negativo Negativo 15 

R7 – fração lipídica de Ulva fasciata Negativo Negativo 13 

Sol. de Dimetilsulfóxido à 1% v/v (Padrão 

Negativo) 
Negativo Negativo Negativo 

Disco comercial de Ciprofloxacina à  

5 µg/mL (Padrão positivo) 
SIM SIM 24 

 

 
 

Figura 13. “Colônias satélites” de C. jejuni que cresceram dentro do halo de inibição. Fonte: 

LABZOO/CCAMP 

O potencial da atividade antibacteriana com estes extratos e frações das espécies 

vegetais acima citadas, já tem sido relatado na literatura para algumas espécies bacterianas. No 

entanto, para as espécies de Campylobacter os estudos são escassos. 
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Nos estudos sobre a Kalonchoe brasilienses, Mayorga e colaboradores (2019), 

observaram que está é uma fonte natural de flavonoides e flavonas e são agentes promissores 

antioxidantes e antibacterianos.   Os extratos hidroetanólicos (70%) da Kalonchoe brasilienses 

foram os mais ativos frente a oito bactérias padrão ATCC, cinco Staphylococcus aureus 

resistentes à meticilina e cinco cepas clínicas de Salmonella testadas. Apresentando ação 

bacteriostática de 5000 µg/mL. Estes extratos, de acordo com os dados observados no “time-

kill” foram capazes de reduzir a taxa de crescimento de Salmonella causando danos à 

integridade da membrana celular e/ou alterações de permeabilidade, sugerindo o potencial 

antibacteriano da Kalonchoe brasilienses no desenvolvimento de novos antibióticos e 

aplicações terapêuticas inovadoras. 

 A espécie Pyrostegia venusta foi estudada por Purabi e colaboradores (2012) e, também, 

apresentou atividade antimicrobiana moderada e promissora frente as bactérias Gram-positivas 

(Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Streptococcus pyogenes, 

Micrococcus luteus) e Gram-negativas (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella 

typhi e Pseudomonas aeruginosa) e frente aos fungos Candida albicans, C. tropicana e 

Aspergillus niger.  

A macroalga verde Ulva fasciata apresentou atividade antiviral no estudo de GARG e 

colaboradores em 1992 e, mais recentemente, Chakraborty e colaboradores (2010) investigaram 

a sua atividade antibacteriana, observando que houve inibição do crescimento do Vibrio 

parahaemolyticus, uma bactéria Gram-negativa encontrada em água doce e salgada que causa 

gastroenterites em humanos.  

A isatina apresentou halo de inibição do crescimento maior (28 mm) do que os 

apresentados pelo controle positivo do antibiótico ciprofloxacina (22 mm), sugerindo uma 

tendência de efetividade frente ao C. jejuni ATCC 33560. A E. coli ATCC apresentou também 

um halo de inibição (7 mm), só que muito pequeno em relação a C. jejuni ATCC. Já para S. 

aureus ATCC 25922 não houve o aparecimento de halo, bem como para os derivados da isatina, 

conforme apresentado na Tabela 6.  

 

Tabela 6. Resultados das amostras contendo a isatina e seus derivados frente as bactérias 

padrões de ATCC de S. aureus, E. coli e C. jejuni na concentração de 20 µg/mL 

 

Amostras Código 

S. aureus 

ATCC25922 

E. coli 

ATCC25923 

C. jejuni 

ATCC 33560 

Halo de inibição (mm) 

 Isatina IST Negativo 7 28 

Isatina-4-cloro-

feniltiossemicarbazona 
IST-4Cl-TIO Negativo Negativo Negativo 

Isatina-4-flúor-

feniltiossemicarbazona 
IST-4-F-TIO Negativo Negativo Negativo 

Sol. de Dimetilsulfóxido à 1% 

v/v (Padrão -) 
DMSO Negativo Negativo Negativo 

Disco comercial de 

Ciprofloxacina à 5µg/mL 

(Padrão +) 

CIP 18 26 22 

 

Os resultados observados neste trabalho mostraram de forma preliminar o desempenho 

da isatina (IST) frente as bactérias Gram-negativas como C. jejuni e E. coli. Relatos na literatura 

também tem mostrado esse desempenho da isatina e seus derivados, com potencial atividade 

antibacteriana. Um desses relatos foi feito por Vandana e colaboradores (2017) que 

descreveram uma visão geral de alguns estudos mostrando atividades antibacterianas para 
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Staphylococcus aureus, Bacillus subitilis, Escherichia.coli, Salmonella Typhi e antifúngicas 

para Aspergillus niger e Candida albicans de vários compostos semi-sintéticos a partir da 

isatina. 

Uma mini-revisão realizada por Guo e colaboradores (2019) relataram diversos 

derivados de isatina com um amplo perfil farmacológico como a isatina-azole, isatina-

quinolina/quinolona, isatina-furano/coumarina, isatina hidrazona/ (tio) semicarbazona e 

dímeros de isatina e híbridos de isatina-indol. Estes apresentaram potencial antibacteriano para 

diversas espécies in vitro e in vivo, que poderiam ser usados no desenvolvimento de derivados 

isatina com espectro mais amplo, maior potência, menor toxicidade e múltiplos mecanismos de 

ação.  

Em nosso estudo, ao contrário do que se tem visto na literatura, não foi observado halo 

de inibição em relação a bactéria Gram-positiva S. aureus para os derivados da isatina testados. 

No entanto, estudos com a isatina em Campylobacter não foram encontrados na 

literatura, apesar do levantamento de 27 artigos feito por Salimikia e colaboradores (2020) 

confirmando o efeito anti-Campylobacter em 71 plantas medicinais estudadas em mais de 10 

países. 

Os resultados negativos (ausência de halo) de Isatina-4-cloro-feniltiossemicarbazona 

(IST-4Cl-TIO) e a isatina-4-flúor-feniltiossemicarbazona (IST-4-F-TIO) podem ser atribuídas 

a vários fatores. Dentre eles, podemos citar alguns que poderiam possivelmente interferir na 

ausência de halo como a metodologia aplicada, e o desconhecimento do mecanismo de ação 

dos derivados da isatina, pela ausência de pesquisas com Campylobacter. 

 A avaliação preliminar da atividade antibacteriana aplicada neste estudo foi o método 

de difusão em disco que é um teste aceito pela FDA (Food and Drug Administration) e 

estabelecido como padrão pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) e muito 

utilizado para analisar agentes antimicrobianos convencionais como os antibióticos. O método 

de difusão em ágar, é um método físico, no qual um micro-organismo é desafiado frente a uma 

substância biologicamente ativa em meio de cultura sólida e relaciona o tamanho da zona de 

inibição de crescimento do micro-organismo desafiado com a difusão da substância ensaiada 

(Ostrosky, 2008). Entretanto, apesar de ser um método muito utilizado, com as vantagens de 

uso de pequenos volumes e possibilidades de testar várias amostras por placa frente a um único 

micro-organismo, no caso dos dois derivados da isatina, a difusão destas amostras no ágar, pode 

não ter sido efetiva, outra metodologia poderia futuramente ser testada, em meios líquidos, para 

a confirmação do resultado.  

De acordo com a literatura descrita por Beraldo (2004), as tiossemicarbazonas atuam 

inibindo o crescimento de bactérias Gram-positivas, como Enterococcus faecalis, 

Streptococcus faecalis e D. enterococcus, mas não apresentam mesma efetividade de inibição 

com as bactérias Gram-negativas, como Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, 

Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Shigella, Escherichia coli e Proteus. Portanto, ao 

contrário do relatado pelo autor, no nosso estudo não houve formação de halo de inibição nas 

cepas Gram-negativas e nem na Gram-positiva S. aureus ATCC, necessitando de mais estudos 

destas substâncias.  

A ausência de pesquisas sobre mecanismo de ação da isatina e seus derivados, com 

Campylobacter dificulta a nossa compreensão, mas alguns mecanismos, têm sido citados por 

vários autores, principalmente em óleos essenciais. Segundo uma revisão feita por Micciche 

e colaboradores (2019) grande parte dos mecanismos associados às atividades 

antimicrobianas de óleos essenciais (EOs) são elucidados a partir de micro-organismos que 

não o Campylobacter, e, portanto, suposições sobre Campylobacter ainda precisam de mais 

estudos. De forma geral, os mecanismos associados aos EOs foram amplamente descritos por 

Nazzaro et al., (2013) e O'Bryan et al., (2015) mostrando a alteração em proteomas e na 

morfologia celular de bactérias patogênicas. Um mecanismo proposto para Campylobacter é 
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o seu potencial para ruptura da membrana externa e a morte da célula, segundo O'Bryan e 

colaboradores (2015) atribuindo a hidrofobicidade dos EOs, os lipídios de membrana externa 

podem ser perturbados, rompidos ou penetrados, permitindo assim, um aumento de 

permeabilidade (Fisher & Phillips, 2009; Brenes e Roura, 2010; Guinoiseau et al., 2010). Este 

mecanismo de ação proposto para Campylobacter também foi confirmado por Ingok ID & 

Guler (2017), que estudaram os óleos essenciais de cardamomo, cominho e erva “dill” frente 

ao Campylobacter spp. Neste estudo foram feitas a avaliação da permeabilidade e da 

integridade da membrana celular, através da determinação da condutividade elétrica relativa 

e da liberação dos constituintes de células em sobrenadante a 260 nm, respectivamente, bem 

como a medição da concentração de ATP extracelular. O aumento da condutividade elétrica 

relativa, da concentração de ATP extracelular e a liberação de constituintes celulares após o 

tratamento com OEs demonstrou que estes afetaram a integridade da membrana celular do 

Campylobacter. 

Além disso, de acordo Burt (2004) e Diaz-Sanchez e colaboradores (2015) a atividade 

antimicrobiana não pode ser atribuída a um único e específico mecanismo, sendo provável 

que múltiplos mecanismos são responsáveis pelo efeito dos EOs frente aos patógenos, 

incluindo o Campylobacter. Diversos mecanismos de ação sobre as bactérias têm sido 

descritos, segundo Nazzaro e colaboradores (2013), para explicar a atividade do EOs na célula 

bacteriana que incluem a degradação da parede celular, danos a membrana citoplasmática, 

coagulação do citoplasma, danos a membrana proteica, extravasamento ou saída do conteúdo 

da célula, redução da força motora dos prótons e síntese de ATPases sendo uma área relevante 

para pesquisas futuras. 

No entanto, os óleos essenciais avaliados neste trabalho não apresentaram atividade 

frente à Campylobacter padrão e, também, frente às bactérias S. aureus e a C. coli. 

Os inúmeros relatos na literatura sobre derivados de isatina, têm atraído grande interesse 

na química medicinal devido ao seu potencial biológico e suas amplas atividades 

farmacológicas (HALL et al., 2011, TENG et al., 2016). Portanto, com os nossos resultados 

obtidos no decorrer dos ensaios de triagem, com a constatação da atividade anti-Campylobacter 

da isatina prosseguiu-se com a análise desta frente a outras linhagens de Campylobacter spp. 

de diversas origens (humana, animal e alimentos), diferentes períodos de isolamento, espécies 

diferentes (C. jejuni e C. coli) e apresentando resistência aos antimicrobianos ou não. 

 

 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC) e Concentração Bactericida 

Mínima (MBC) 

 

Preliminarmente aos ensaios para determinação do MIC foi realizado um teste de cultivo 

em microplacas de 96 poços sem a isatina e foi verificado que houve crescimento satisfatório 

(CLSIb, 2018) do Campylobacter. ATCC em todos os orifícios incubados em estufa a 37 °C, 

sob atmosfera de microaerofilia durante 24 horas. E, também, nas culturas de 48 horas não foi 

observada diferença significante na leitura. Portanto, foi definido que o tempo de incubação 

seria de 24 horas. 

Houve a necessidade de avaliar os reveladores TTC e INT utilizados na metodologia 

para obtenção dos valores de MIC. Os resultados foram satisfatórios quando comparados com 

poços que não havia cultivo bacteriano e sendo eficazes em detectar a atividade respiratória do 

Campylobacter. Optou-se por escolher o revelador INT, embora o TTC também tenha se 

mostrado eficiente, mas a intensidade da coloração do INT foi bem mais intensa, de modo que 

pode ser identificado de forma visual. 

A adição de 5 µL ou 10 µL do inóculo contendo a bactéria também foi avaliada e não 

apresentou diferença em relação ao crescimento da bactéria. Portanto foi definido que o volume 

do inóculo seria de 5 µL.  
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Nos ensaios de microdiluição em caldo, onde são mostradas de maneira representativa 

as microplacas de 96 poços (Quadro 1). 

 

Quadro 1. Esquema representativo da microplaca de 96 poços com os testes controles 

realizados, sem a isatina, a fim de verificar o crescimento do Campylobacter na 

presença dos reveladores INT e TTC e do volume do inóculo ideal de 5 µL ou 10 µL 

 
  5 µL MØ 10 µL MØ 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A MHB MHB MHB-

TTC 

MHB-

TTC 

MHB-

INT 

MHB-

INT 

MHB MHB MHB-

TTC 

MHB-

TTC 

MHB-

INT 

MHB-

INT 

B MHB MHB MHB-

TTC 

MHB-

TTC 

MHB-

INT 

MHB-

INT 

MHB MHB MHB-

TTC 

MHB-

TTC 

MHB-

INT 

MHB-

INT 

C MHB MHB MHB-

TTC 

MHB-

TTC 

MHB-

INT 

MHB-

INT 

MHB MHB MHB-

TTC 

MHB-

TTC 

MHB-

INT 

MHB-

INT 

D MHB MHB MHB-

TTC 

MHB-

TTC 

MHB-

INT 

MHB-

INT 

MHB MHB MHB-

TTC 

MHB-

TTC 

MHB-

INT 

MHB-

INT 

E MH MH MH-

TTC 
MH-

TTC 
MH-

INT 
MH-

INT 
            

F MH MH MH-

TTC 
MH-

TTC 
MH-

INT 
MH-

INT 
            

G                         

H                                         

 
Legenda: MØ: inóculo da bactéria, correspondente à concentração de 105 UFC/mL de C. jejuni ATCC 

33560; MH: 100 µL de meio de cultura Caldo Mueller Hinton; MHB-TTC: 100 µL de meio de cultura 

caldo Mueller Hinton + 5 µL ou 10 µL de bactéria + 10 µL de TTC; MHB-INT: 100 µL de meio de 

cultura caldo Mueller Hinton + 5 µL ou 10 µL de bactéria + 10 µL de INT; MHB: Meio de cultura caldo 

Mueller Hinton + 5 µL ou 10 µL de bactéria; MH-TTC: 100 µL de meio de cultura caldo Mueller Hinton 

+ 10 µL de TTC; MH-INT: 100 µL de Meio de cultura caldo Mueller Hinton + 10 µL de INT. 
 

Os resultados da Concentração Mínima Inibitória (MIC) dos ensaios realizados em 

microplacas de 96 poços com a isatina são observados nas Figuras 25 A, B e C.  
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Figura 14. Ensaios de microdiluição em caldo frente a interação das cepas de Campylobacter 

spp. com as diluições de isatina. A leitura do MIC equivale a menor concentração onde 

houve a inibição do crescimento (ausência de cor rosa). 
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A leitura da densidade óptica (D.O.) foi realizada em todas as microplacas de 96 poços, 

logo após a leitura visual com o revelador. Na Tabela 7, são observados os valores da D.Os nos 

ensaios com a cepa de Campylobacter ATCC utilizada como controle, nas quatro vezes em que 

foram feitos os experimentos. Os resultados dos controles negativos (sem crescimento), 

positivos (presença de crescimento) e controle com antibiótico (ausência de crescimento) 

também constam na Tabela 07. Os resultados das D.Os das 29 linhagens de Campylobacter são 

observados na Tabela 8. Como o teste foi feito em triplicata, os valores que constam nas tabelas 

7 e 8 são a média aritmética das três leituras. O valor da D.O. considerado como positivo (com 

presença de crescimento bacteriano) foi ≥ 0,153. 

 

Tabela 7. Leitura da densidade óptica dos controles usados no teste da MIC 

 

CCAMP 

(DATA) 

Concentração da Isatina por µg/mL 
MIC 

 

 
128  64  

32 

  
16  

8 

  

4  

 

2  

 
1  

1553 

(30/08/19) 
0,061 0,048 0,048 0,050 0,069 0,295 0,309 0,495 8,0 

1553 

(06/09/19) 
0,048 0,049 0,046 0,052 0,079 0,316 0,322 0,444 8,0 

1553 

(13/09/19) 
0,047 0,045 0,047 0,048 0,053 0,230 0,514 0,452 8,0 

1553 

(10/10/19) 
0,040 0,030 0,030 0,040 0,070 0,370 0,640 0,790 8,0 

DATA 

 

Meio cultura+ 

Bactéria ATCC 

 

Meio cultura + 

DMSO + 

Bactéria ATCC 

 

Meio cultura + 

Isatina 

 

Meio cultura + 

Ciprofloxacin + 

Bactéria ATCC 

 

Meio cultura 

30/08/19 0,335 0,153 0,051 0,051 0,050 

06/09/19 0,406 0,214 0,050 0,055 0,049 

13/09/19 0,540 0,220 0,066 0,050 0,055 

10/10/19 0,773 0,230 0,030 0,040 0,040 

 
Crescimento 

bacteriano 

 

Crescimento 

bacteriano 

 

Sem 

 crescimento 

Sem  

crescimento 

Sem 

crescimento 
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Tabela 8. Leitura da Densidade Óptica (595 nanômetros) da MICs das linhagens de 

Campylobacter 

 

A Concentração Mínima Inibitória (MIC) foi definida como a menor concentração da 

isatina em µg/mL capaz de impedir o crescimento da linhagem de Campylobacter estudada. 

Portanto, a determinação da MIC teve como objetivo avaliar quantitativamente o potencial 

antibacteriano da isatina em cepas de Campylobacter isoladas com características 

diversificadas, incluindo cepas com multirresistência antimicrobiana. Com base nos resultados  

obtidos para as MICs (Tabela 8) das diferentes cepas de Campylobacter  podemos destacar que 

a isatina apresenta  intenso efeito antibacteriano com valores menores que MIC < 1 µg/mL (7%) 

para duas cepas CCAMP1504 e CCAMP1505 provenientes de fonte animal, ambas isoladas no 

Rio de Janeiro em 2007, da espécie C. coli e valores no  máximo de 16 µg/mL (17%) para cinco 

cepas  CCAMP 1490, CCAMP1543, CCAMP1547, CCAMP1549 e CCAMP1552, sendo estas 

quatro últimas de origem alimentar da espécie C. jejuni isolada em 2014 do Rio Grande do Sul 

e a cepa a CCAMP1490  de origem humana, da espécie C. jejuni isolada                      em 2011, no Rio de 

Janeiro.  

Os resultados do MIC da isatina mostraram que a maioria apresentou MIC = 8,0 µg/mL, 

o que equivale a 23 (76 %) das cepas testadas. Dentre essas, 13 (43%) cepas da espécie C. jejuni 

provenientes tanto do Rio de Janeiro quanto do Rio Grande do Sul isoladas de fontes diversas 

(alimento, animal e humana) no período entre 1980 e 2016 e 10 (33%) cepas de C. coli, todas 

do Rio de Janeiro, isoladas de animais e alimentos no período entre 2007 e 2015.  

Leitura da Densidade Óptica (595 nanômetros) da MICs das linhagens de Campyloter 

 Concentração da Isatina por µg/mL  

N° CCAMP 128 64 32 16 8 4 2 1 MIC 

499 0,030 0,030 0,040 0,040 0,040 0,160 1,070 1,100 8,0 

1504 0,046 0,047 0,045 0,049 0,047 0,053 0,100 0,083 <1,0 

1505 0,048 0,047 0,047 0,048 0,048 0,050 0,064 0,077 <1,0 

1507 0,044 0,048 0,049 0,047 0,054 0,430 0,830 0,847 8,0 

1509 0,046 0,047 0,043 0,047 0,051 0,209 0,227 0,256 8,0 

1510 0,046 0,047 0,046 0,050 0,055 0,356 0,563 0,403 8,0 

1023 0,047 0,048 0,049 0,046 0,087 0,401 0,714 0,699 8,0 

1051 0,048 0,047 0,057 0,051 0,057 0,230 0,694 0,768 8,0 

1052 0,047 0,049 0,052 0,050 0,080 0,802 0,822 0,861 8,0 

1057 0,048 0,048 0,051 0,051 0,050 0,294 0,513 0,546 8,0 

1477 0,049 0,046 0,056 0,048 0,048 0,156 0,235 0,279 8,0 

1062 0,046 0,048 0,048 0,051 0,086 0,748 1,604 1,815 8,0 

1064 0,048 0,049* 0,048 0,050 0,047 0,374 0,515 1,869 8,0 

1067 0,045 0,045 0,055 0,048 0,054 0,283 0,325 0,407 8,0 

1490 0,030 0,030 0,040 0,050 0,250 0,690 0,840 0,890 16,0 

1519 0,045 0,049 0,048 0,050 0,049 0,509 0,800 0,937 8,0 

1520 0,052 0,051 0,051 0,048 0,064 0,354 0,462 0,654 8,0 

1521 0,046 0,045 0,048 0,048 0,076 0,238 0,360 0,375 8,0 

1523 0,046 0,050 0,046 0,047 0,099 0,452 0,596 0,650 8,0 

1536 0,043 0,045 0,051 0,048 0,062 0,379 0,611 0,644 8,0 

1543 0,045 0,047 0,047 0,048 0,377 0,445 0,538 0,531 16,0 

1547 0,042 0,043 0,047 0,051 0,268 0,182 0,218 0,252 16,0 

1549 0,046 0,044 0,044 0,046 0,265 0,481 0,542 0,587 16,0 

1552 0,047 0,053 0,049 0,049 0,413 0,342 0,407 0,392 16,0 

1499 0,051 0,048 0,051 0,061 0,054 0,294 0,328 0,277 8,0 

1538 0,030 0,030 0,030 0,040 0,010 0,790 1,350 1,480 8,0 

1554 0,044 0,049 0,048 0,047 0,049 0,398 0,979 0,918 8,0 

1555 0,048 0,052 0,049 0,052 0,065 0,624 1,097 1,290 8,0 

1574 0,047 0,049 0,047 0,049 0,052 0,154 0,678 0,965 8,0 
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Quanto a relação entre os resultados da MIC e o perfil de resistência das cepas de 

Campylobacter selecionadas previamente, podemos notar que tanto as cepas totalmente 

sensíveis aos antimicrobianos, inclusive a amostra de Campylobacter ATCC, quanto as 

cepas resistentes a ciprofloxacina, eritromicina e tetraciclina não apresentaram diferenças 

em relação a susceptibilidade antimicrobiana  no teste com a isatina (Tabela 9). 
 

Tabela 8. Relação dos resultados obtidos para as cepas de C. jejuni e C. coli analisadas no teste 

para a determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC) em microplaca com a 

isatina e Concentração Bactericida Mínima (MBC) 

 
 N° 

CCAMP 

Data de isolamento Local de 

isolamento 

Origem Espécie Perfil de 

Resistencia 

MIC 

  (µg/mL) 

MBC 

  (µg/mL) 

1 1553 1980 ATCC AN C. jejuni Sensível 8,0* 16,0 

2 499 1999 RJ HU C. jejuni CIP-ERI-TT 8,0 16,0 

3 1504 2007 RJ AN C. coli CIP-ERI-TT <1,0 <1,0 

4 1505 2007 RJ AN C. coli CIP-ERI-TT <1,0 <1,0 

5 1507 2007 RJ AN C. coli CIP-ERI-TT 8,0 16,0 

6 1509 2007 RJ AN C. coli CIP-ERI-TT 8,0 8,0 

7 1510 2007 RJ AN C. coli CIP-ERI-TT 8,0 8,0 

8 1023 2008 RJ AL C. jejuni CIP-TT 8,0 16,0 

9 1051 2009 RJ AL C. coli Sensível  8,0 16,0 

10 1052 2009 RJ AL C. coli Sensível 8,0 16,0 

11 1057 2009 RJ AL C. coli Sensível  8,0 16,0 

12 1477 2009 RJ HU C. jejuni CIP-ERI-TT 8,0 16,0 

13 1062 2010 RJ AL C. coli CIP-ERI-TT 8,0 8,0 

14 1064 2010 RJ AL C. coli Sensível 8,0 8,0 

15 1067 2010 RJ AL C. coli CIP 8,0 8,0 

16 1490 2011 RJ HU C. jejuni CIP-TT 16,0 16,0 

17 1519 2014 RS AL C. jejuni CIP- ERI-TT 8,0 8,0 

18 1520 2014 RS AL C. jejuni  CIP- ERI-TT 8,0 16,0 
19 1521 2014 RS AL C. jejuni CIP- ERI-TT 8,0 16,0 

20 1523 2014 RS AL C. jejuni CIP- ERI-TT 8,0 16,0 

21 1536 2014 RS AL C. jejuni CIP-ERI-TT 8,0 16,0 

22 1543 2014 RS AL C. jejuni CIP-ERI 16,0 16,0 

23 1547 2014 RS AL C. jejuni CIP-ERI 16,0 16,0 

24 1549 2014 RS AL C. jejuni CIP-ERI 16,0 16,0 

25 1552 2014 RS AL C. jejuni CIP-ERI 16,0 16,0 

26 1499 2015 RJ HU C. jejuni CIP-ERI-TT 8,0 16,0 

27 1538 2015 RS AN C. jejuni CIP 8,0 16,0 

28 1554 2015 RJ AN C. coli CIP ERI-TT  8,0 16,0 

29 1555 2015 RJ AN C. jejuni CIP 8,0 16,0 

30 1574 2016 RJ AN C. jejuni CIP 8,0 16,0 

Legenda: *controle positivo (CIP), AN-animal, AL-alimento e HU- humano, CIP-ciprofloxacina, ERI-

eritromicina e TT- tetraciclina, ATCC- American Type Culture Collection, RJ- Rio de Janeiro, RS-Rio Grande do 

Sul. 

 

Podemos observar os resultados na Tabela 9, onde das 5 cepas sensíveis a todos os 

antimicrobianos testados apresentaram MIC=8 µg/mL e das 15 cepas   de Campylobacter com 

perfil de resistencia à ciprofloxacina, eritromicina e    tetraciclina, 13 apresentaram MIC=8  µg 

/mL e 2 cepas apresentaram MIC<1 µg/mL  Já das  5 cepas  com o MIC=16 µg / mL 4 cepas 

eram resistentes a ciprofloxacina e eritromicina e 1 cepa era resistente a ciprofloxacina e 

tetraciclina. 
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Os resultados do MIC da isatina demonstram que a concentração até 8 µg/mL de isatina 

foi capaz de inibir o crescimento de 83% das cepas de Campylobacter testadas, mesmo aquelas 

apresentando resistência aos antibióticos como a tetraciclina, ciprofloxacina e eritromicina, 

sendo a eritromicina a última opção para tratamento clínico em casos graves com 

Campylobacter.  O restante dos 17% das cepas estudadas que apresentaram MIC=16 µg/mL, 

de origem humana e de alimentos, mesmo com um MIC um pouco mais elevado, também 

mostrou um resultado satisfatório quanto ao seu efeito anti-Campylobacter. 

 Na literatura, não foi possível comparar os resultados da MIC da isatina frente ao 

Campylobacter encontrados, por falta de estudos com este Gênero bacteriano. Um estudo 

somente, de Gao e colaboradores (2019) é que foi observado MICs semelhantes ou maiores, 

em híbridos de isatina com outros micro-organismos. Os autores desenharam e sintetizaram 

vários híbridos de amida-1,2,3-triazole isatina com a moxifloxacina, um antibiótico de quarta 

geração das quinolonas. Todos os híbridos mostraram atividade antibacteriana considerável 

(MIC: 0,06-128 µg/mL) frente a seis bactérias Gram-positivas testadas, incluindo as cepas 

resistentes a meticilina de Staphylococcus epidermides (MRSE) e de Staphylococcus aureus 

(MRSA), e as atividade de alguns híbridos foram comparáveis ou mais potentes as da 

moxifloxacina origina (MIC: 0,06-8 µg/mL) e a vancomicina de referência (MIC: 0,5-16 

µg/mL) frente a certas cepas. Já para as bactérias Gram-negativas, a maioria dos híbridos exibiu 

excelentes atividades de E. coli ESBLs (-), E. coli ESBLs (+), K. pneumoniae ESBLs (+), E. 

cloacae, E. aerogenes, Providencia rettigeri e Proteus vulgaris com MIC ≤ 1 µg/mL e 

atividades moderadas frente a P. aeruginosa e Acinetobacter calcoaceticus com MIC de 0,5-

16 µg/mL. Todos eles foram mais potentes que a vancomicina (MIC> 128 µg/mL), e alguns 

deles (MIC ≤ 0,03-0,5 µg/mL) frente a todas as cepas Gram-negativas testadas. 

 

A Concentração Mínima Bactericida (MBC) foi determinada a partir dos poços nos 

quais não houve crescimento bacteriano visível, no teste da MIC anterior à adição do revelador 

INT. A MBC foi definida como a menor concentração da isatina em estudo capaz de causar a 

morte do Campylobacter (Figuras 26 A, B, C). Os resultados das MBCs mostraram que 73% 

(22/30) das cepas apresentaram MBC = 16 µg /mL, 20% (6/30) foram MBC=8,0 µg /mL e,7% 

(2/30) foram MBC <1,0 µg mL). Entre as 22 cepas que apresentaram MBC=16 µg/mL, 9 dessas 

foram isoladas entre 1999 a 2015, tanto no Rio de Janeiro quanto no Rio Grande do Sul, de 

fontes diversas (animal, alimentos e humana) sendo resistentes a ciprofloxacina, eritromicina e 

tetraciclina simultaneamente. Outras 4 cepas todas do Rio de Janeiro apresentaram 

sensibilidade aos antibióticos testados, isoladas em 1980 e 2009. E mais 4 cepas foram 

resistentes a ciprofloxacina e eritromicina, sendo todas isoladas em 2014 no Rio Grande do Sul. 

Resistentes somente a ciprofloxacina foram 3 cepas, em 2015 e 2016, sendo 2 do Rio de Janeiro 

e 1 do Rio Grande do Sul, todas de origem animal. E resistentes a ciprofloxacina e tetraciclina 

foram 2 cepas de origem alimentar e outra humana em 2008 e 2011, respectivamente (Tabela 

9). Os resultados do MBCs demonstraram que a concentração de isatina de 16 µg/mL seria o 

suficiente para matar 100% das células de Campylobacter.  
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Figura 15. Mostram as placas de Ágar MH acrescidas de sangue com o crescimento bacteriano 

que foi observado na determinação da MBC. A. (CCAMP1538) apresentou MBC de16 

µg/mL; B. (CCAMP 1519) apresentou MBC de 8 µg/mL; C. (CCAMP1062) o MBC 

foi de 8 µg/mL. 
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4.3. Avaliação da Citotoxicidade in vitro por Captação de Vermelho Neutro Utilizada para 

Determinação do IC50 Frente a Linhagem MRC-5 

 

A partir dos resultados promissores, da MIC e do MBC da isatina frente ao 

Campylobacter, prosseguimos o nosso estudo a fim de verificar, o cálculo da concentração 

inibitória média da isatina (IC50) em células normais da linhagem MRC-5, determinando o nível 

de sua citotoxidadade.  

Os testes de citotoxicidade in vitro são utilizados como uma avaliação preliminar para 

novas substâncias, sendo desenhados para verificar a resposta biológica de células quando 

expostas a uma dada substância. Um dos métodos utilizados deste para avaliação da 

citotoxicidade é o teste de captação de vermelho neutro (NRU), o qual se baseia na habilidade 

de células viáveis em incorporar e se ligar ao vermelho neutro (NR), um corante supravital 

(ATES et al., 2017).  

A alteração da superfície celular ou da membrana lisossomal por um agente pode causar 

fragilidade lisossomal e outras alterações que gradualmente se tornam irreversíveis. O teste de 

NRU torna possível distinguir entre células viáveis, de células danificadas ou mortas porque 

essas alterações resultam em menor absorção e ligação de NR mensurável por leituras da 

densidade ótica, possibilitando o cálculo da IC50.  

A IC50 (concentração inibitória 50%) se refere a concentração substância em teste, que 

produz 50% de inibição do parâmetro medido, ou seja, viabilidade celular. É recomendado que 

as concentrações de cada substância testada devem abranger a faixa de nenhum efeito até a 

inibição total da viabilidade celular (OECD, 2010). 

Neste estudo, para avaliar a citotoxicidade, foram realizados três experimentos 

independentes, em cada um foram avaliadas 8 concentrações da isatina em 6 replicatas. O 

mesmo foi aplicado para o controle positivo (CP). Nos três experimentos realizados, as DOs 

dos brancos se apresentaram aproximadamente igual a 0,05 e as DOs dos controles negativos 

> 0,3, dentro do recomendado por ICCVAM, 2006. A Figura 27, mostra a avaliação da 

morfologia celular, e pode-se observar que o controle de células se manteve íntegro ao final do 

período de observação (Figuras 27 A e B). Houve uma diminuição acentuada da densidade 

celular e alteração na morfologia celular nas concentrações de isatina 1024 μg/mL (Figuras 27 

C e D) e 512 μg/mL, a partir da concentração 256 μg/mL (Figuras 27 E e F) notou-se um aumento 

gradativo da densidade celular e normalização da morfologia celular, onde na concentração 8 

μg/mL (Figuras 27 G e H) não se notou diferença para o controle de células. 
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Figura 16. Morfologia celular após exposição de 48 horas. A. Controle de células íntegro e 

sem coloração; B. Corado com vermelho neutro; Isatina 1024 μg/mL; C. Sem coloração; 

D. Corado com vermelho neutro; Isatina 256 μg/mL; E. Sem coloração; F. Corado com 

vermelho neutro; Isatina 8 μg/mL; G. Sem coloração; H. Corado com vermelho neutro. 

Aumento 40X. 
 

As células MRC-5, são de uma linhagem celular diploide humana, derivada de tecido 

de pulmão normal, de um feto de menino de 14 semanas. Estas células foram depositadas por 

J.P. Jacobs em setembro de 1996 (JACOBS, 1970). A MRC-5 apresenta morfologia 

característica de fibroblasto (Figuras 27 A e B). 
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Observando e avaliando as células expostas às diferentes concentrações da isatina, ficou 

bastante evidente o aumento da citotoxicidade nas concentrações mais altas, isto é 1024, 512 e 

256 μg/mL, e a partir da concentração 128 μg/mL notou-se uma diminuição da citotoxicidade, 

onde foi observado uma morfologia celular característica e aumento da densidade de células, o 

que pode ser confirmado com a viabilidade crescente frente às concentrações decrescentes. Ou 

seja, quanto maior a concentração da isatina a que as células foram expostas, menor a densidade 

celular, consequentemente menor a viabilidade celular também. Isso foi refletido em uma 

menor captação do corante vermelho neutro, uma vez que o mesmo só é captado por células 

viáveis. 

O controle positivo (CP) foi usado nos testes de citotoxicidade como forma de validar 

o ensaio. Neste estudo o CP foi avaliado no tempo de exposição de 48 horas, conforme 

recomendado do guia 129 da OECD (OECD, 2010).  

A Figura 28 mostra a curva de dose-resposta ajustada para o CP, a qual apresentou um 

R2 (coeficiente de determinação) de 0,99, dentro do recomendado de ≥ 0,85 para o ajuste do 

modelo Hill.  

Os valores de viabilidade para o CP variaram de 3,33 a 97,55% e o valor encontrado de 

IC50 para o CP foi 15,6 μg/mL. Segundo ICCVAM, 2006 os valores de IC50 para o controle 

positivo, devem ser 41,5 ± 4,8 μg/mL (n = 233) para o ensaio NRU em células 3T3 e 3,11 ± 

0,72 μg/mL (n = 114) em células NHK.  

Para a célula MRC-5, utilizada nesse estudo, ainda não existe valor de IC50 calculado 

na literatura. O resultado encontrado de 15,6 μg/mL é um valor aceitável tendo em vista 

abranger a faixa de nenhum efeito (97,55%) a inibição total da viabilidade celular (3,33 %) e 

um R2 de 0,99. 

 

 
 

Figura 17. Viabilidade celular do controle positivo frente a linhagem celular MRC-5, onde: 

IC50 = concentração inibitória 50%; R2= fator de determinação; CI= intervalo de 

confiança de 95%. 
 

Os valores de viabilidade celular para a isatina variaram de 2,28 a 120,64% no 

tempo de exposição de 24 horas; 4,71 a 112,96% para 48 horas e 6,12 a 88,33% para 72 

horas, abrangendo a faixa de nenhum efeito a inibição total da viabilidade celular, 

conforme mostra o Gráfico 1, onde pode ser observado a linha traçada para o tempo de 48 

horas, uma tendência linear, ou seja, à medida que a concentração da isatina diminuiu 

houve um aumento da viabilidade celular, o que mostra que a quantidade de corante 
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incorporado às células é diretamente proporcional ao número de células com membrana 

intacta. O Gráfico 2 (Figura 29) mostra os valores de IC50 obtidos para a isatina e a Tabela 

10 os resultados numéricos para os valores de IC50. 

 

 
 

Figura 18. Viabilidade celular da isatina frente linhagem celular MRC-5. 
 

 

Tabela 9. Valores de IC50 (μg/mL) para isatina frente a linhagem celular MRC-5 

 

IC50 (μg/mL) 

Experimento 24 h 48 h 72 h 

1 200,7 167,3 181,5 

2 95,56 109,65 130,84 

3 123,50 108,10 167,40 

Média geométrica 133,30 125,63 158,41 

Desvio Padrão 54,46 33,74 26,15 

%Coeficiente de 

Variação 

40,85 26,86 16,51 

 

Os valores de IC50 para isatina foram calculados e aplicado o Método de Grubbs para 

verificação da existência de valores discrepantes, e nenhum resultado de IC50 foi considerado 

um outlier. O teste de ANOVA foi realizado e o valor de P foi 0,8925, o que demonstra não 

haver diferença significativa entre as médias, e também, demonstra homogeneidade dos dados. 

A Tabela 10 mostra os valores de IC50 para cada experimento realizado, em cada tempo 

de exposição. Para o tempo de exposição de 48 horas, padronizado no guia 129 da OECD 

(OECD 2010), o valor de IC50 encontrado para a isatina foi de 125,63 μg/mL. Correlacionado 

com o maior valor de MIC encontrado, 16 μg/mL, esses dados sugerem que a isatina pode ser 

considerada uma substância segura no que diz respeito ao parâmetro citotoxicidade. 

No estudo de validação da citotoxicidade basal in vitro, os resultados IC50 para as 

substâncias teste variaram de 0,005 a 38.878 μg/mL nas células 3T3 e 0,00005 a 49.800 μg/mL 

nas células NHK (ICCVAM, 2006). 

Visando a melhor visualização a distribuição dos valores calculados de IC50, o Gráfico 

3 (Figura 30) mostra os valores de IC50 para cada tempo de exposição avaliado. Neste estudo, 

os valores de IC50 variaram de 96,56 a 200,7 μg/mL para o tempo de exposição de 24 horas; de 

108,10 a 167,3 μg/mL para 48 horas e 130,84 a 181,5 μg/mL para 72 horas. Podemos observar 
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que não houve uma diferença significativa entre os tempos de exposição avaliados, o que pode 

ser comprovado pela aplicação do ANOVA. 

 

 

 
 

Figura 19. Distribuição dos valores de IC50 para os experimentos com a isatina frente a 

linhagem celular MRC-5. 
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4 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho de Tese foi observado o potencial da atividade antimicrobiana da isatina 

em relação as espécies de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli, onde concentrações na 

faixa < 1 µg/mL até 16 µg/mL desta substância foram capazes de agir frente as bactérias deste 

gênero. Esse potencial anti-Campylobacter foi confirmado na determinação dos valores de MIC 

e MBC.  

Na avaliação do efeito da isatina frente a linhagem MCR-5 de células normais o 

parâmetro citotoxicidade mostrou que esta substância tem potencial para ser utilizada na clínica 

médica, após mais estudos. 

O mecanismo de ação da isatina na célula bacteriana, em Campylobacter ainda precisam 

ser esclarecidos, em estudos futuros. 

Os resultados encontrados apontam para a necessidade de aprofundar as pesquisas não 

só com a isatina, como também com os seus derivados a fim de estabelecer seu potencial uso, 

como uma possível alternativa de agente antibacteriano no controle de infecções bacterianas, 

especialmente as que envolvem espécies do gênero Campylobacter multi-resistentes.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

O estudo realizado na tese de doutorado referente ao efeito de atividade antimicrobiana 

de extratos, frações, óleos essenciais e substâncias isoladas de espécies vegetais e substâncias 

sintéticas frente ao Campylobacter demonstraram resultados promissores. O trabalho 

acadêmico pode contribuir com novos estudos que avaliem os derivados da isatina e, também, 

estudar o mecanismo de ação bactericida da isatina frente a outras espécies de Campylobacter. 

Assim como, avaliar em células hepáticas normais a citotoxicidade pela metodologia de IC50. 

Os estudos à serem realizados contribuirão para o controle de infecções bacterianas e da 

redução dos efeitos colaterais apresentações pelos antibióticos de uso clínico. 
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