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Resumo

A resisténcia aos antibidticos representa uma ameacga global a saude
humana e animal, devido a muitas espécies bacterianas desenvolvendo
alguma forma de resisténcia. O uso exagerado de antibioticos é responsavel
pela selegcao de bactérias adaptadas e portadoras de resisténcia a antibiéticos
que perdem sua eficacia no tratamento de infecgdes. Com isso, os farmacos
antimicrobianos perdem sua eficacia contra bactérias multirresistentes. Assim,
€ necessaria a busca por métodos eficazes no combate a resisténcia
bacteriana. Dessa forma, estdo em investigagcao novas alternativas para inibir o
crescimento bacteriano e o aumento da atividade antibiética. Dessa forma, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana contra
cepas de 1199B e K2068. O método de microdiluicdo em caldo foi utilizado nos
testes microbiolégicos. Na avaliacdo da inibicdo de bombas de efluxo os
compostos foram avaliados em concentragdo subinibitéria (CIM/8) associados
ao norfloxacino, ciprofloxacino e ao brometo de etidio. Observou-se atividade
antimicrobiana direta do geraniol frente a K2068 com CIM de 512 pg/mL. Ja
contra a cepa 1199B nao apresentou atividade.

1 Introdugao

Desde a descoberta dos antibioticos por Alexander Fleming, eles tém
sido usados em toda a medicina e desempenham um papel vital no combate
aos microorganismos. Entretanto, com seu amplo uso, o desenvolvimento de
resisténcia tornou-se mais prevalente. A resisténcia aos antibioticos representa
uma ameaca global a saude humana e animal, com muitas espécies
bacterianas desenvolvendo alguma forma de resisténcia (ALI, et al., 2018).

Entre as classes de bactérias que apresentam perfil de resisténcia esta a
cepa de Staphylococcus aureus. Ela € uma bactéria Gram-positiva que € capaz
de causar uma gama diversificada de infecgdes, principalmente hospitalares,
com capacidade rapida de adquirir resisténcia a antibidéticos (ONANUGA,
2011). Em casos leves de infecgbes causar espinhas, tergol, furdnculo e
foliculite, mas em casos graves podem causar pneumonia, endocardite e
osteomielite (TONG, et al., 2015).
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Assim, o uso de produtos naturais tem se mostrado uma alternativa
promissora na atividade antibacteriana e na reversao da resisténcia bacteriana.
Os produtos naturais terpénicos sao responsaveis por mais de 30.000
diferentes compostos de metabdlitos secundarios que desempenham papéis
distintos (ou seja, compostos de defesa em plantas contra infec¢des virais,
bacterianas e parasitarias) também sao encontrado em frutas, flores
(DUDAREVA, et al., 2005).

Os monoterpenos pertencem a um grande e diversificado grupo de
compostos que ocorrem naturalmente. A estrutura basica dos monoterpenos,
consiste em duas unidades de isopreno ligadas, os terpenos apresentam
diversas atividades biologicas, incluindo agdes antimicrobianas (LIMA, et al.,
2019).

A mentona é um monoterpeno que ocorre de forma natural em 6leos
essenciais. Sua estrutura esta relacionada ao mentol, que possui um alcool
secundario no lugar da carbonila. O mesmo é utilizado em aromatizantes,
perfumes e cosmeéticos por seu odor mentolado e agradavel (DESAM, et al.,
2019).

O geraniol € um composto monoterpeno bem conhecido como o
principal componente de muitos Oleos essenciais. Este é encontrado
principalmente em plantas herbaceas aromaticas e € econdmico e facil de
produzir

2 Objetivo

Avaliar a atividade antibacteriana direta e a potencializagdo da agao
antibidtica frente as cepas portadoras de bomba de efluxo pelos monoterpenos
Mentona e Geraniol.

3 Materiais e Métodos
3.1. Ensaios microbioldgicos
3.1.1. Cepas bacterianas e meios de cultura

Foram utilizadas as cepas de S. aureus 1199B, que expressa a proteina
efluxo NorA e expele antibidticos e outras drogas, como corantes intercalantes
de DNA; e cepa S. aureus K2068, portadora da bomba de efluxo MepA. Para a
realizacao dos experimentos as cepas foram cultivadas por 24h a 37 °C em
meio solido Heart Infusion Agar (HIA) (Laboratérios Difco Ltda., Brasil).

3.1.2. Substancias

Todas as substancias, incluindo o Mentona e Geraniol utilizados nos
testes foram adquiridas pela Sigma Aldrich Brasil. Os antibioticos Norfloxacino
e Ciprofloxacino foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSQO) e em agua estéril.
A Clorpromazina (CPZ) e brometo de etidio (EtBr) foram dissolvidos em agua
destilada estéril, enquanto o cianeto de carbonila m-clorofenil-hidrazona
(CCCP) foi dissolvido em metanol/agua (1:3, v/v). Todas as substancias foram
diluidas até uma concentragéo padrao de 1024 ug/mL.



3.1.3. Determinagao da concentragéo inibitéria minima (CIM)

A atividade antibacteriana direta foi avaliada pela determinagao da
concentragao inibitéria minima (CIM) para os compostos Mentona e Geraniol.
Foi utilizado o método de microdiluigdo em caldo proposto pelo [17] com
adaptacgdes. Os indculos foram preparados 24h apds a semeadura das cepas.
Posteriormente, os microtubos foram preenchidos com 1350 pyL de BHI e 150
ML de indculo. As placas foram entdo preenchidas com 100 uL da solugéo final.
Microdiluicbes seriadas foram realizadas com 100 pL dos compostos testados
até a penultima cavidade (1:1), onde as ultimas fileiras verticais de placas
foram utilizadas como controle de crescimento. As concentragées do composto
variaram de 512 yg/mL a 0,25 uyg/mL. Apds 24h de incubacgéo, as leituras foram
feitas pela adicao 20uL de Resazurina
(7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona). Os testes foram realizados em
triplicatas.

3.1.4. Avaliacao da inibicao da bomba de efluxo pela redugao da CIM dos
antibiéticos e do EtBr

Para verificar se Mentona e Geraniol atuam como um potencial inibidor
da bomba de efluxo de NorA e MepA, a sua capacidade de diminuir a CIM do
EtBr e dos antibiéticos Norfloxacino e Ciprofloxacino foram comparadas aos
inibidores padrdao da bomba de efluxo. Os inibidores da bomba de efluxo
padrao (EPI) CCCP e CPZ foram usados para comprovar a expressao da cepa
da bomba NorA e MepA testada. A inibicdo das bombas de efluxo foram
testadas usando uma concentracao sub-inibitéria (CIM/8) de EPIs e Mentona e
Geraniol.Nesses testes, 150 yL do indéculo bacteriano foram suspensos em
solugao salina, correspondendo a 0,5 na escala de McFarland (1,5 x10® UFC).
Em seguida, foi adicionado EPI ou as substancias testadas (MIC/8) e
completada com BHI, para um volume final de 1500 pL. Estes foram ent&o
transferidos para placas de microdiluicado de 96 pogos, e em seguida realizada
a microdiluicdo seriada com 100 pL do antibidtico ou EtBr, de formas que as
concentragbes ao longo dos pogos variaram entre 512 a 0,25 ug/mL. A
microdiluicdo ocorreu até a pendultima fileira, a ultima fileira foi destinada ao
controle de crescimento. Por fim, as placas foram incubadas a 37 °C por 24h e
o crescimento bacteriano foi avaliado com Resazurina
(7-hidroxi-10-oxidofenoxazina-10-ium-3-ona). A CIM foi definida como a menor
concentracdo na qual o crescimento bacteriano foi inibido, tanto com
Norfloxacino e Ciprofloxacino quanto com EtBr. A CIM dos controles foi
avaliada utilizando-se apenas os antibiéticos Norfloxacino e Ciprofloxacino e o
EtBr.

3.2 Analise estatistica

Os ensaios antibacterianos foram realizados em repeti¢des de triplicatas
e os resultados foram expressos como a meédia geométrica das repeticdes. A
analise estatistica de hipoteses foi realizada para os ensaios antibacterianos
por meio de ANOVA de duas vias seguidas do teste post hoc de Bonferroni,
utilizando-se o software GraphPad Prism 7.0.



4 Resultados
4.1 Atividade antibacteriana sobre cepas portadoras de bomba de efluxo

Foi observado atividade antibacteriana direta do monoterpeno Geraniol
com CIM de 512 pg/ml, contra K2068, com relagdo ao Mentona nao foi
observado atividade bacteriana direta, com MIC = 1024 pg/ml, valor
considerado clinicamente irrelevante, contra a cepa K2068. Contra 1199b, nao
foi observado qualquer atividade antibacteriana. No entanto a auséncia de
atividade antibacteriana ou baixa atividade observada no Mentona, o torna
vantajoso para ser utilizado com inibidor de bomba de efluxo, tendo em vista
que umas das vantagens de inibidores ideias € a auséncia de atividade
antibacteriana direta.

Compostos volateis presentes em Oleos essenciais ja demonstraram
apresentar grande potencial antibacteriano. Pode-se destacar a atividade dos
monoterpenos, que podem atuar em varios alvos bacterianos (REICHLING, et
al.,2006). Muitos monoterpenos podem causar perturbagcédo na fragao lipidica
da membrana plasmatica bacteriana, resultando em alteragdes da
permeabilidade da membrana e no vazamento de materiais intracelulares
(TROMBETTA, et al.,2005).

4.2 Atividade de redugao da concentragao inibitéria minima do antibiético
e brometo de etideo.

Quando associado ao antibiético dentre os monoterpenos analisados
apenas o geraniol foi capaz de reduzir o MIC do antibidtico, na cepa 1199B de
S.aureus, com redugao de 64ug/ml para 16ug/m. Ja quando associado ao
brometo de etideo, apenas o geraniol foi capaz de reduzir o MIC do brometo de
etideo de 64ug/ml para 16ug/mL.

Com relacao a cepa de S.aureus K2068, foi observado reducédo de MIC
do antibidtico em todas as associacbes com o ciprofloxacino, reducdo de
16ug/mL para 8ug/mL. Na associacdo com o brometo de etideo também
ocorreu redugao do CIM, o geraniol reduziu de 64ug/mL para 32ug/mL.

5 Conclusao

O estudo demonstrou que Geraniol potencializou a acao de antibiéticos
e do brometo de etidio, possivelmente inibindo as bombas de efluxo NorA e
MepA. O mentona n&o possui atividade antibacteriana direta frente S. aureus
1199B e K2068. Porém, possivelmente o mentona pode potencializar a agao de
fluoroquinolonas como o ciprofloxacino.
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