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Resumo: O uso indiscriminado de antibi6éticos tem aumentado o desenvolvimento da
resisténcia bacteriana. Assim, a busca por compostos ativos para essas atividades
aumentou e, nesse contexto 0 mentol como monoterpeno encontrado em varios 6leos
essenciais tem sido destacado para esses devidos fins. O objetivo desse trabalho é
avaliar atividade antibacteriana direta e associada com antibiéticos deste monoterpeno
frente a cepas bacterianas de interesse clinico. O efeito antibacteriano do Mentol e a
atividade modificadora da a¢éo antibidtica foram realizados por microdiluicdo em caldo,
sendo determinada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). O mentol ndo apresentou
atividade direta clinicamente relevante. Ja no processo de associagcdo do Mentol com
0s antibidticos, notamos que para algumas cepas houve um possivel sinergismo como
também foi natado antagonismo do mesmo, tendo valores significantes para essa
observacdo. Para Staphylococcus aureus a oxacilina de acordo com seu controle
observamos um possivel sinergismo onde houve uma reducdo de 20,15 pg/mL em
relacdo ao mentol associado com o mesmo 0,5 pg/mL, mostrando assim uma reducao
na concentragdo inibitéria. Com o norfloxcino o controle foi de 256 pg/mL e a sua
associacdo com o mentol foi de 128 pg/mL, ocorrendo novamente uma interacao de
reducéo da CIM. E para gentamicina sendo o controle 12,7 pug/mL e sua associa¢édo 10
pg/mL. Para Pseudomonas aeruginosa o antibiético oxacilina foi indiferente ndo,
demonstrou atividade clinicamente relevante. Ja para gentamicina foi observado um
possivel sinergismo onde o controle do antibidtico foi de 16 pg/mL e a associacao com
mentol foi de 8 pg/mL. e para o norfloxacino houve um antagonismo. Podemos concluir
gue o mentol de forma isolada ndo apresentou atividade antibacteriana direta. Porém
em associacdo com o0s antibiéticos foi observado possiveis sinergismos desmontando
assim sua capacidade de interagir com os mesmos. Principalmente com o antibiético da
classe dos aminoglicosideos, como a gentamicina e o norfloxacino que é um
fluoroquinolona.

Palavras-chave: Monoterpeno. Mentol. Modulacao.

1. Introducéao

O surgimento de cepas bacterianas capazes de resistir aos antibioticos
existentes no mercado se deve ao uso inadequado, empirico e excessivo dessas
drogas. Além disso, outro fator que pode colaborar para o aumento da
Resisténcia Antimicrobiana € a contaminacdo do meio ambiente através do
descarte inadequado de antibidticos, contribuindo efetivamente para
disseminacdo da resisténcia bacteriana a antibioticos largamente utilizados na
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clinica, como os aminoglicosideos, clorofenicol e B- lactamicos (BOTTERY;
PITCHFORD; FRIMAN, 2021).

Como exemplos importantes sobre resisténcia a antibidticos, destacam-se as
bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa que apresentam
cepas resistentes a varios agentes antimicrobianos de importancia para a saude
publica, podendo, serem utilizadas para observar a variagdo da resisténcia aos
antibiéticos utilizados comercialmente (BOSS; OVERESCH; BAUMGARTNER,
2016; PORMOHAMMAD; NASIRI; AZIMI, 2019).

Felipe e Bicas (2017) afirmam que os 6leos essenciais sdo constituidos
majoritariamente por terpenos, e que estruturas terpénicas de menor massa
molecular, como o0s monoterpenos, apresentam volatilidade acentuada.Um
exemplo € o monoterpeno mentol, que em dias quentes, principalmente, é
liberado pelas folhas de horteld. As espécies mais comercializadas sdo M. x
piperita e M. arvensis tendo o mentol o mentol como constituinte majoritario
(BOZOVIC et al., 2015). Devido as suas varias propriedades terapéuticas o uso
do mentol em alimentos, produtos farmacéuticos e tabaco, foi relatado por mais
de 50 anos (ECCLES,1994).

2. Objetivo
Geral

Avaliar a atividade antibacteriana do mentol frente as cepas padrdes e
multirresistentes de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, como
a associacao desse composto a antibidticos.

Especificos
e Determinar a concentracao inibitoria minima (CIM);
e Observar o efeito da modificacédo antibiética do composto em relacéo aos
antibidticos testados, norfloxacino, gentamicina, oxacilina.
e Observar possivel efeito sinérgico ou antagonico frente as cepas
bacterianas a serem testadas;

3. Metodologia
Obtencé&o do mentol
O composto foi obtido da Sigma-Aldrich, St. Louis.

Microrganismos, drogas e Reagentes

As cepas bacterianas padrdo e multirresistentes utilizadas foram Pseudomonas
aeruginosa (PA-ATCC 9023 e PA-24) e S. aureus (SA-ATCC 25923 e SA-10).
Todas as cepas foram mantidas em agar de infusdo de coragcédo (HIA, Difco
Laboratories Ltda., Detroit-MI, EUA). Antes da realizacdo dos ensaios, as cepas
foram cultivadas por 24 h a 37 ° C.Todos os farmacos foram dissolvidos em agua
destilada e estéril na concentracdo de 1024 ug / mL. O reagente resazurina
sédica para leitura.

Concentracdo Inibitoria Minima
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A concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método do
caldo de microdiluicdo. Para sua confeccdo, foi utilizada uma placa de
microdiluicdo estéril de 96 pocos, e um meio de distribuicdo foi preparado em
tubos Eppendorf® contendo uma solu¢ao de 1 mL composta por 900 uL de BHI
10% e 100 pyL da suspensao bacteriana. A placa de microdiluicdo sera
preenchida no sentido numérico, adicionando-se 100 uyL da solugdo de
distribuicdo em cada cavidade, a seguir sera realizada a microdiluicéo serial com
100 pL da solugao teste, com concentragdes finais variando de 512 a 8 ug / mL,
até a penultima cavidade, uma vez que esta se destinava ao controle do
crescimento microbiano. As placas foram entdo incubadas por 24 ha 35 ° C
(JAVADPOUR et al., 1966). Para a leitura das placas com bactérias, foram
adicionados 20 uL de resazurina e, apds 1 h em temperatura ambiente, foi
realizada a leitura.

Atividade potencializadora de antibiéticos

A metodologia proposta por Silva et al.,, 2020 foi usado para avaliar o
potencial da substancia para modificar a resisténcia antibiotica. A solucéo foi
diluida em uma concentracao subinibitéria. O meio foi preparado em tubos
Eppendorf® contendo cada BHI 10% + 150 pyL da suspensao bacteriana +
substancia, chegando a 1,5 mL de solucédo. Para o controle, a solugdo de 1,5 mL
continha apenas 10% de BHI + 150 pyL de suspensdo microbiana. As
concentragdes dos antibioticos variaram gradativamente de 1.024 a1 ug/ mL. A
leitura foi realizada da mesma forma que o teste MIC.

Analise Estatistica

Os ensaios antibacterianos foram feitos em triplicata, e os resultados
expressa em média geométrica para avaliacao da atividade antibacteriana. Uma
analise estatistica ANOVA one-way foi aplicada para a anélise da atividade
antimicrobiana modulatéria do mentol, tendo o teste de Tukey como um teste
post hoc para ambas as analises, feito no software GraphPadPrism 5.0.

4. Resultados
A tabela a seguir mostra o resultado da atividade direta do mentol frente as
cepas testadas mostrando que ndo houve uma atividade clinicamente relevante.

SA-ATCC EC-ATCC SA-10 EC- 06
MENTOL 25923 25922
51024 ua/mL 21024 21024 21024
- HY pg/mL pg/mL pg/mL
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Ja no processo de associacdo do Mentol com os antibi6ticos, notamos para
algumas cepas ouve um possivel sinergismo como também foi natado
antagonismo do mesmo, tendo valores significantes para essa observacao.

dokok

(%)

=3

>
]

Bl Oxacilina

Bl Oxacilina + Mentol
Bl Gentamicina
o Bl Gentamicina + Mentol

Bl Norfloxacino

EE Norfloxacino + Mentol

~

=

=]
1

—

1=

>
I

4 El Oxacilina
Il Oxacilina + Mentol
{ Bl Gentamicina
1 Bl Gentamicina + Mentol

Bl Norfloxacino
E# Norfloxacino + Mentol

2
MIC (pg/mL)

MIC (ug/ml.)
—
il

<
T

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
iphy g

e p < 0.0001 indicates significant differences between groups. Statistical significance was
determined by one-way ANOVA and Tukey's post-hoc test.

Podemos notar que para Staphylococcus aureus a oxacilina de acordo com
seu controle observamos um possivel sinergismo onde houve uma reducéo de
20,15 pg/mL em relagcdo ao mentol associado com o mesmo 0,5 pg/mL,
mostrando assim uma reducdo na concentracao inibitéria. Com o norfloxcino o
controle foi de 256 pg/mL e a sua associagdo com o mentol foi de 128 pg/mL,
ocorrendo novamente uma interacdo de reducdo da CIM. E para gentamicina
sendo o controle 12,7 pg/mL e sua associagao 10 pg/mL.

Para Pseudomonas aeruginosa o antibiético oxacilina foi indiferente nao,
demonstrou atividade clinicamente relevante. Ja para gentamicina foi observado
um possivel sinergismo onde o controle do antibiético foi de 16 pg/mL e a
associacdo com mentol foi de 8 pg/mL. E para o norfloxacino houve um
antagonismo.

O efeito modulador contra Pseudomonas aeruginosa foi observado de
forma inesperada pois 0s microrganismos Gram-positivos possuem mais
suscetibilidade a antibidticos do que 0s microrganismos gram-negativos como P.
aeruginosa devido a sua composicao da parede celular, o que dificulta a
passagem de antibiéticos (ERNEST et al. 2013; GUIMARAES et al. 2010). P.
aeruginosa apresenta varios mecanismos de resisténcia, por exemplo, a
producado de beta-lactamase e 0 aumento da expressdo de bombas de efluxo
sendo que S. aureus apresenta alguns componentes que também lhe conferem
a capacidade de resistir as drogas como os de acima citados (LIVERMORE,
2002) e, portanto, possui resisténcia a uma ampla classe de antibioticos
(FUENTEFRIA et al. 2008).Mostrando assim que a jungcdo do composto aos
antibioticos potencializou a atividade dos mesmos, em determinadas situacdes
mostrando assim a efetividade dos compostos isolados de produtos naturais.
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5. Concluséo

Podemos concluir que o mentol de forma isolada ndo apresentou atividade
antibacteriana direta. Porém em associacao com os antibioticos foi observado
possiveis sinergismos desmontando assim sua capacidade de interagir com 0s
mesmos. Principalmente com o antibidtico da classe dos aminoglicosideos,
como a gentamicina e o norfloxacino que € uma fluoroquinolona.
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