V SEMANA UNIVERSITARIA DA URCA

07 a 11 de Dezembro de 2020
Tema: “Os impactos e desafios da pandemia COVID no ensino,
pesquisa e extensao”

XXIIl Semana de Iniciag&o Cientifica rssw 1as3-a17u
i

771983

POTENCIALIZACAO DE ANTIBIOTICOS PELO BETA-CARIOFILENO
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Resumo: A resisténcia bacteriana € uma probleméatica crescente e preocupante
a nivel global. Assim, a combinacéo da antibioticoterapia a terapias alternativas,
como o uso de produtos naturais, apresenta-se como uma alternativa
promissora. Objetivou-se avaliar a atividade antibacteriana do beta-cariofileno e
seu potencial modificador da acdo de antibidticos contra cepas bacterianas
multirresistentes. Na avaliacao da atividade antibacteriana do beta-cariofileno foi
utilizado o método de microdiluicdo em caldo utilizando as cepas Staphylococcus
aureus 10, Pseudomonas aeruginosa 24 e Escherichia coli 06. Para analisar o
potencial modificador da acéo antibidtica utilizou-se o produto em concentracéo
sub-inibitoria (CIM/8) associado a norfloxacina, eritromicina e gentamicina.
Contra P. aeruginosa e E. coli a CIM do beta-cariofileno foi de 1.024 ug/mL e
contra S. aureus de 32 ug/mL. O beta-cariofileno potencializou a gentamicina
contra S. aureus, a eritromicina contra P. aeruginosa e a norfloxacina contra
todas as cepas. Conclui-se que o beta-cariofileno mostra efeitos antibacterianos
intrinsecos e associados mais significativos contra S. aureus 10.

Palavras-chave: Sesquiterpeno. Resisténcia Bacteriana. Sinergismo.
1. Introducéo

A resisténcia dos micro-organismos aos antibidticos tem se tornado um
problema de saude publica cada vez mais preocupante. Cepas multirresistentes
de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, estdo
comumente associadas a infeccdes em ambito hospitalar e comunitario, sendo
responsaveis por elevados indices de mortalidade (GOPALAKRISHNAN;
SURESHKUMAR, 2010).

A utilizacdo de produtos naturais de origem vegetal na reversdo da
resisténcia bacteriana tem mostrado resultados significativos (ARAUJO et al.,
2020). O beta-cariofileno é um sesquiterpeno, substancia que pode ser
encontrada em varios 6leos essenciais, sendo portador de diversas atividades
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bioldgicas comprovadas cientificamente, como, por exemplo: anti-inflamatoria,
antialérgica, antifungica, anticarcinogénica (ALCANTARA et al., 2010).

2. Objetivo

Avaliar a atividade antibacteriana do beta-cariofileno e seu potencial
modificador da acéo de antibiéticos contra cepas bacterianas multirresistentes.

3. Metodologia

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

Para a determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), foi
preparado o meio de distribuicdo em eppendorfs utilizando 100 pL do indculo em
900 uL do meio de cultura liquido BHI. O conteudo dos eppendorfs foi transferido
para placas de microdiluicho. A proxima etapa seguiu com realizacdo da
microdiluicdo das substancias, com concentracdo de 1.024 ug/mL, sendo 100 uL
nesse meio até penultima cavidade. Os testes foram realizados em triplicata. As
placas foram incubadas a 35 + 2 °C, durante 24 h. Apos esse periodo, as placas
foram reveladas com corante especifico, a resazurina. Considera-se positivo
para 0S pocosS que nAo apresentaram crescimento microbiano, ou seja,
permaneceram com a coloracdo azul e negativa os que obtiveram coloragéo rosa
(SALVAT et al, 2001).

Para verificar a modulacdo da acéo antibiotica, a CIM dos antibiéticos foi
avaliada na presenca e na auséncia do beta-cariofileno em microplacas estéreis.
(COUTINHO et al., 2008). Os resultados foram expressos em média aritmética
+ desvio padréo, avaliados estatisticamente através da analise de variancia
(ANOVA) seguido pelo test post-hoc Bonferroni utilizando o software GraphPad
Prism, as diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

4. Resultados

Os valores da atividade antibacteriana por acao direta do beta-cariofileno
estao apresentados na Tabela 1:

Tabela 1 — Valores da Concentracéo Inibitério Minima (CIM) do beta-cariofileno
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Cepas Bacterianas CIM (pg/mL)
Escherichia coli 06 21024
Staphylococcus aureus 10 32
Pseudomonas aeruginosa 24 21024

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

Como mostrado na Figura 1, contra S. aureus 10 o beta-cariofileno
potencializou o efeito da gentamicina e da norfloxacina, contra E. coli 06 houve
sinergismo somente com a norfloxacina, e contra P. aeruginosa 24 houve
reducdo da CIM da eritromicina e da norfloxacina. Efeitos antagdnicos foram
observados na associacdo com a eritromicina contra S. aureus e com a
gentamicina contra P. aeruginosa.

Figura 1 — Atividade modificadora de antibiéticos do beta-cariofileno associado
a gentamicina, eritromicina e norfloxacina. ****p < 0,0001.
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Segundo o estudo de Freitas et al. (2020), a andlise da atividade
moduladora do alfa-pineno demonstrou que este terpeno potencializou a
atividade da norfloxacina contra P. aeruginosa 24, E. coli 06 e S. aureus 10,
assim como o beta-cariofileno na presente pesquisa. Ademais, este composto
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modulou a acdo da gentamicina apenas contra S. aureus 10, corroborando
Nnossos resultados.

Segundo Araujo et al. (2020), a associacdo de norfloxacina com o
limoneno nao afetou a CIM do antibiético contra E. coli, mas potencializou e
antagonizou o efeito do antibidtico contra S. aureus e P. aeruginosa,
respectivamente. Finalmente, ao analisar a associacdo de limoneno com
gentamicina contra P. aeruginosa, foi possivel observar uma pequena reducao
na CIM do antibiético, mas as diferencas ndo foram estatisticamente
significativas.

5. Conclusao

Pode-se concluir que o beta-cariofileno possui eficacia na atividade
antibacteriana apenas contra S. aureus 10. Além disso, é capaz de potencializar
seletivamente a acdo dos antibiéticos contra as cepas testadas, sendo mais
significativo contra a cepa Gram-positiva.
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