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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DO COMPOSTO ISOLADO
Valenceno

Claudia Mielly de Sousa Oliveira®
Francisco Yhan Pinto Bezerra?

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e modulatoria do
composto isolado valenceno associado aos antibidticos da classe aminoglicosideos amicacina
e gentamicina pela técnica de microdilui¢do e modulacdo. Foram utilizadas as linhagens padréo
e resistentes de Escherichia coli ATCC 25922 e 27, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e 358.
Na avaliacdo antibacteriana foi utilizado apenas o composto valenceno enquanto na modulacéo
foi utilizado o valenceno associado aos antibidticos e todos esses testes foram realizados em
triplicata. Os testes com o composto ndo mostraram efeito antibacteriano frente as cepas
testadas e nos testes modulatoria, apresentaram tanto efeito sinérgico quanto antagbnico do
composto em associacdo com os antibidticos. Os resultados demonstram efeitos distintos, em
que a modulagdo do composto Valenceno frente as cepas bacterianas de Staphylococcus aureus
modulado a amicacina e Escherichia coli modulado a gentamicina apresentou efeito sinérgico.
Por outro lado, frente as cepas bacterianas de Escherichia coli associado com amicacina e
Staphylococcus aureus associado com gentamicina observou-se antagonismo. Diante dos
resultados obtidos, fazem-se necessarios estudos mais aprofundados a respeitos do composto
isolado valenceno para analisar seus efeitos antibacterianos e determinar os efeitos adversos.
Palavras-chave: Aminoglicosideos. Escherichia coli. Staphylococcus aureus.Valenceno.

ANTIBACTERIAL AND MODULATORY ACTIVITY OF THE ISOLATED
COMPOQOUND Valenceno

ABSTRACT

The present work had the objective of evaluating the antibacterial and modulatory activity of
the isolated valencene compound associated to aminoglycoside antibiotics amicacin and
gentamicin by the microdilution and modulation technique. Standard and resistant strains of
Escherichia coli ATCC 25922 and 27, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and 358 were used.
In the antibacterial evaluation, only the valencene compound was used while in the modulation,
the valencecene associated to the antibiotics was used and all these tests were performed in
triplicate. Testing with the compound showed no antibacterial effect against the tested strains
and in the modulatory tests, they presented both synergistic and antagonistic effects of the
compound in combination with the antibiotics. The results demonstrate distinct effects in that
the modulation of the compound Valencene against the bacterial strains of amicacin-modulated
Staphylococcus aureus and gentamicin-modulated Escherichia coli showed synergistic effect.
On the other hand, antagonism was observed against the bacterial strains of Escherichia coli
associated with amikacin and Staphylococcus aureus associated with gentamicin. In view of the
results obtained, more in-depth studies on the isolated compound valencene are necessary to
analyze its antibacterial effects and to determine the adverse effects.
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1 INTRODUCAO

Destacando-se como um dos principais problemas publicos de saude, a resisténcia
antibacteriana € uma inevitavel consequéncia do uso incorreto de antibioticos na espécie
humana e animal. Dentre as vérias consequéncias da resisténcia antibacteriana, ressalta-se o
risco de superinfeccdes e 0 aumento dos efeitos colaterais (BORTOLOTI et al., 2018).

Diante do vasto aparecimento de microrganismos multirresistentes aos antibidticos
populares, faz necessario a buscar por saidas naturais, como por exemplo o uso de plantas
medicinais (TINTINO et al., 2015). Em consequéncia a isso, pesquisas estdo sendo feitas no
intuito de aprimorar e investigar novos compostos que possam representar possibilidades a
terapia antibidtica padrdo (SANTOS, 2004).

Foi relatada a sensibilidade reduzida aos antibioticos que no Brasil sdo conhecidos como
mais eficazes em casos de infec¢des causados por Staphylococcus aureus, como a vancomicina,
oxacillina e a meticilina (ANVISA, 2010).

Staphylococcus aureus que pertencentem ao grupo dos cocos Gram positivos, por terem
forma esférica, fazem parte da microbiota normal, sendo encontrados habitualmente na pele e
nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Entretanto, podem ser responsaveis por uma série de
doengas caso migrem para um local que néo seja da sua flora natural, causando desde uma
simples infeccdo ou até mesmo casos mais graves como pneumonias e endocardites (SANTOS
etal., 2007).

Escherichia coli € uma das bactérias que compdem o grupo dos bacilos Gram negativos,
pertencente a flora intestinal sendo a causa mais comum de infecc¢des, quando se deslocam para
locais fora do intestino, principalmente no trato urinario. Essa classe apresenta resisténcia a
diversos antimicrobianos, como a ampicilina, tetraciclinas e aos beta-lactamicos (ROGERS;
SIDJABAT; PATERSON, 2010).

A diversidade de conhecimento popular provindo da antiguidade alerta os pesquisadores
da necessidade de aprofundar os estudos sobre a eficacia dos compostos que sdo encontrados
em plantas que apresentam efeitos e sdo usadas na medicina popular, procurando esclarecer o
poder de cura e beneficios dos principios ativos das mesmas (FRANCA et al., 2008).

O sesquiterpeno valenceno é composto extraido de plantas e um componente essencial
das frutas citricas. Obtido da laranja de Valéncia, o valenceno é biosintetizado a partir do
pirofosfato de farnesilo (SHARON-ASA et al., 2003).



O composto valenceno tem como caracteristicas agdes antibacteriana, antialérgicas,
antioxidantes, antissépticas e ainda age como barreira da pele, sendo usado para o tratamento
de inflamacdes cutanea, por exemplo a dermatite atopica (YANG; DONG-UNG; SHIN, 2016).

A destilacao a vapor é o método usado para a separacao do valenceno dos 06leos citricos,
entretanto, os pesquisadores tem evoluido no processo de producdo do valenceno via
biotecnologia, pois a concentracdo desse composto nas frutas citricas é baixa, variando entre
0,2%-0,6% em peso (BEEKWILDER et al., 2014).

Portanto, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana e
modulatoria do composto isolado valenceno frente a cepas de bactérias padrbes e
multirresistentes (Escherichia coli ATCC 25922 e 27, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
358), como também avaliar o espectro de acao e o grau de inibicdo do composto obtidos a partir

da mesma, determinando a Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) do composto.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS

O composto Valenceno foi obtido de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, E.U.A. e 0s
aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) de LaborClin, Brasil. Os meios de cultura foram
adquiridos de HIMEDIA, India e o Dimetilsulféxido (DMSO) de Merck, Alemanha.

2.2 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas as linhagens bacterianas padrdo de Escherichia coli ATCC 25923 e
Staphylococcus aureus ATCC 10536 cedidas pelo Instituto Oswaldo Cruz e as linhagens
multirresistentes de isolados clinicos Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 358. Todas

as linhagens foram mantidas em Agar infusdo de coragdo (HIA).

2.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA POR MICRODILUICAO

A determinacdo da CIM foi realizada através da técnica de microdiluicdo em caldo
utilizando placas esterilizadas com 96 pogos com diluicbes em série 1:1 (NCCLS, 2000).

Culturas microbianas mantidas em Agar estoque sob refrigeracio foram repicadas em caldo de



infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas a 35°C durante 24 h. Apés esse periodo
preparou uma suspensdo contendo 1 x 10® UFC/mL, da qual retirou 100 pL e adicionado em
cada poco da placa acrescido de diferentes concentra¢fes do composto valenceno.

A solucéo teste do composto valenceno foi preparada utilizando 10 mg do produto
solubilizado em 1 mL de dimetilsuféxido (DMSQO) obtendo uma concentracéo inicial de 10
mg/mL. A partir desta concentracdo efetuou diluicGes em &gua destilada estéril para obter uma
solugdo estoque de 1024 pg/mL. As concentragdes finais das amostras no meio de cultura foram
de 512, 256, 128, 64, 32, 16 ¢ 8 ug/mL.

Os testes foram realizados em triplicata. As placas ficaram incubadas a 35 + 2 °C,
durante 24 h. Apos esse periodo, para evidenciar os resultados adicionaram as placas 25

microlitros de resazurina.

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA POR MICRODILUICAO

Para o teste de modulacdo foram usadas as linhagens multirresistentes (Escherichia coli
27, Staphylococcus aureus 358). As drogas utilizadas nos testes foram os aminoglicosideos
amicacina e gentamicina a uma concentracao inicial de 1.024 pug/mL. A atividade moduladora
foi determinada de acordo com os métodos propostos por Javadpour et al (1996); NCCLS
(2000); Lorenzi et al (2003). As placas foram incubadas por 24 h a 35 + 2 °C e a atividade foi
evidenciada pelo uso de 25 microlitros resazurina sddica. A mudanca de coloracdo azul para

rosa, devido a reducéo de resazurina, indica o crescimento bacteriano

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média geométrica + desvio padrdo, avaliados
estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) e teste de Borfemom, utilizando o
programa GraphPad Prism 6,0 para Windows, onde as diferencas foram consideradas

significativas quando p< 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na obtengdo da Concentracdo Inibitoria Minima do composto isolado valenceno, onde

ndo apresentou acdo antibacteriana clinicamente relevante frente as linhagens testadas



Escherichia coli ATCC 25922 e 27, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e 358. Com isso,
realizou-se teste para avaliar o potencial modulador por contato direto.

Conforme apresentado por Caldas (2011), os terpenos tém sido descritos com atividade
antibacteriana, sobre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 0S microrganismos
possuem uma sensibilidade diferenciada, dependendo do material vegetal analisado e a
composi¢do quimica dos 6leos e compostos, entretanto, divergendo da pesquisa relatada, onde
o0 valenceno isolado que pertence ao grupo dos sesquiterpenos um subtipo dos terpenos, ndo
apresentou efeito inibitorio frente as cepas testadas.

Em estudo realizado por Heberle et al. (2016), o 6leo essencial da laranja de valencia,
que tem como componente o0 valenceno, ndo apresentou efeito antibacteriano frente a cepa de
Gram-negativa E. coli, devido a estrutura da parede celular dessas bactérias ser constituida
essencialmente de lipopolissacarideos, que bloqueiam a penetracdo do dleo essencial e evitam
0 seu acimulo na membrana de células alvo, conferindo maior resisténcia a essas bactérias.
Condizendo com as informac0es, a presente pesquisa obteve resultados na qual ndo apresentou
acao antibacteriana nas cepas de E. coli.

Os resultados dos testes de modulacdo do composto isolado valenceno frente aos
antibioticos da classe aminoglicosideos amicacina e gentamicina sdo apresentados no Grafico
1. Os resultados demonstram efeitos distintos, em que a modulagdo do composto em estudo
frente as cepas bacterianas de Staphylococcus aureus modulado a amicacina e Escherichia coli
modulado a gentamicina apresentou efeito sinérgico. Por outro lado, frente as cepas bacterianas
de Escherichia coli combinado com amicacina e Staphylococcus aureus combinado com

gentamicina observou-se antagonismo com valor estatisticamente significativo de p > 0,001.

Graéfico 1 - Atividade modulatoria de antibidticos aminoglicosideos na presenca e na auséncia
do composto valencene frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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Segundo Madigan et al (2004) bactérias Gram-positivas, como exemplo Staphylococcus
aureus, apresentam uma sensibilidade maior frente aos antibiéticos, comparado com a
Escherichia coli, pois, Gram-negativas, possuem maior resisténcia devido a complexidade da
sua membrana plasmatica, o que pode dificultar a acdo de produtos naturais e a atividade de
alguns antibidticos. Observa-se esse resultado no estudo realizado quando testamos a amicacina
associada com o valenceno na E. coli, onde apresentou efeito antagonico.

De acordo com Trabulsi & Alterthum (2005), a gentamicina é um aminoglicosideo,
potente antibidtico bactericida que atuam através da criacdo de fissuras na membrana externa
da célula bacteriana. Esse grupo tem como caracteristica inibir a sintese proteica causando a
morte de bactérias, particularmente ativos contra bactérias Gram-negativas e agem
sinergicamente contra algumas bactérias Gram-positivas. Tais dados corroboram com a
presente pesquisa quando observamos um efeito sinérgico testando a amicacina (que pertence
a mesma classe da gentamicina e possuem o mesmo efeito) associado com o valenceno frente
a cepa de Staphylococcus aureus.

Em estudos realizados por Coutinho et al (2015), o antagonismo em E. coli associada
com a amicacina nos testes utilizando o composto isolado d-limoneno, deve-se a um possivel
mecanismo de quelacdo com o antibidtico ou a ligacdo do composto no local onde o antibi6tico
se ligaria, diminuindo o espectro de acéo da droga. Evidenciando com os resultados obtidos na
presente pesquisa quando testaram a amicacina associado com o valenceno na E. coli, onde
apresentou efeito antagonico.

O valenceno gque é um sesquiterpenos, possui ativos contra bactérias e segundo Heel
(2007), a formacdo de complexos de proteinas sollveis que se liga na parede celular das
bactérias, pode explicar a atividade modulatoria e o efeito sinérgico, devido a presenca de
componentes como 0s sesquiterpenos, explicitando essa acdo nos resultados do trabalho
descrito quando testamos a amicacina associada ao valenceno na cepa de S. aureus.

O composto isolado valenceno possue poucos trabalhos relacionados a acdo
antimicrobiana e sobre o efeito potencializador em associacdo com drogas antimicrobianas
geralmente utilizados na clinica, entretanto estudos demonstraram que compostos isolados e
Oleos essenciais de plantas podem modificar a atividade de antimicrobianos e assim melhorar
seu desempenho diminuindo a concentracdo necessaria para que haja inibicao do crescimento.
Vale salientar que diante os resultados observados, estudos aprofundados sobre o composto

isolado é necessario.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que ndo houve acdo antibacteriana in vitro do composto isolado valenceno,
frente as cepas testadas. Os resultados estatisticamente significativos no potencial modulatorio
resultante da associacdo do composto estudado aos antibidticos da classe dos aminoglicosideos
geram tanto efeito sinérgico como antagdnico em cepas bacterianas multirresistentes, sendo
necessarios mais estudos a fim de comprova sua eficacia e determinar os efeitos adversos,

visando encontrar alternativas no combate a microrganismos multirresistentes.

REFERENCIAS

ANVISA. Microbiologia clinica para o controle de infeccdo relacionada a assisténcia a satde.
Deteccdo a identificacdo de bactérias de importancia médica. Brasilia, 2010.

BEEKWILDER, J, et al. Valencene synthase from the heartwood of Nootka cypress
(Callitropsis nootkatensis) for biotechnological production of valencene. Plant
Biotechnology Journal, v.12, n. 1, p 105, 2014.

BORTOLOTI, K. DA C. S. et al., Qualidade microbioldgica de dguas naturais quanto ao
perfil de resisténcia de bactérias heterotroficas a antimicrobianos. Eng. Sanit. Ambient. v.23,
n.4, p. 33, 2018.

CALDAS, F. R. L. Avaliagdo das atividades antimicrobiana e antioxidante de 6leos
essenciais de folhas e inflorescéncias de Ocimum gratissimum L. (LAMIACEAE). 2011.
Dissertacdo de mestrado (P6s-graduacdo em Bioprospec¢do Molecular) Universidade
Regional do Cariri — URCA, Crato-Ceard, 2011.

COUTINHO, H. D. M. et al. Atividade antimicrobiana in vitro de Geraniol e Cariofileno
sobre Staphylococcus aureus. Revista Cubana de Plantas Medicinales, v. 20, n. 1, p. 98-
105, 2015.

FRANCA, I. S. X. et al. Medicina popular: beneficios e maleficios das plantas medicinais.
Rev. Bras. Enferm. Brasilia, v. 61, n. 2, p. 23-27, 2008.

HEBERLE, T. Estudo de processos de extracdo de 6leos essenciais e bioflavondides de frutas
citricas. EDUCS, v.1, n. 1, p. 19-29, 2016.

HELL, B. F.; Sensitization of Staphylococcus aureus and Escherichia coli to antibiotics by the
sesquiterpenoids nerolidol, farnesol, bisabolol, and apritone. Antimicrobial Agents
Chemotheraphy, v. 47, n. 10, p. 3357-3360, 2007.

JAVADPOUR, M. M.; JUBAN, M. M.; LO, W. C.; BISHOP, S. M.; ALBERTY, J. B,;
COWELL, S. M.; BECKER, C. L.; MCLAUGHLIN, M. L. The New antimicrobial peptides
with low mammalian cell toxicity. Journal of Medicinal Chemistry. v. 39, n. 16, p. 3107-
3113, 1996.



11

LORENZI, H.; SOUZA, H. Plantas exoticas no Brasil: madeiras, ornamentais e aromaticas.
Nova Odessa: Editora Plantarum. v. 1, p. 384, 2003.

MADIGAN, M. T.; MARTINHO, J. M.; PARKER, J. Evolucdo e sistematica microbianas.
Microbiologia de Brock, v. 1, n. 1, p. 302-330, 2004.

NCCLS. National Comittee For Clinical Laboratory Standards. Methods for dilution
antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically: approved standard:
document M7-A3. NCCLS, 2000.

ROGERS, B. A.; SIDJABAT, H. E.; PATERSON, D. L. Escherichia coli: a pandemic,
multiresistant, community-associated strain. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 1,
n. 2, p. 113-117, 2010.

SANTOS, A. et al. Staphylococcus aureus: visitando uma cepa de importancia hospitalar.
Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial. v. 43, n. 6, p. 42-47, 2007.

SANTOS, N. Q. A resisténcia bacteriana no contexto da infeccdo hospitalar. Texto Contexto
Enferm., v. 13, (n.esp), p. 13-17, 2004.

SHARON-ASA, T, et al. Citrus Fruit Flavor and aroma biosynthesis isolation,functional
characterization, and developmental regulation of Cstps 1, a key gene in the production

of the sesquiterpeno aroma compound valencene. The Plant Journal. v. 36, n. 10, p. 10-15,
2003.

TRABULSI, L. R.; ALTERTHUM, F. Microbiologia. ArtMed, v. 1, n. 4, p. 73-75, 2005.

TINTINO, S.R, et al. Atividade antimicrobiana e efeito combinado sobre drogas antifungicas
e antibacterianas do fruto de Morinda citrifolia L. Acta biol. Colomb. v. 20, n. 3, p. 22-26,
2015.

YANG, I.J; DONG-UNG, L; SHIN, H.M. Inhibitory Effect of VValencene on the Development
of Atopic Dermatitis-Like Skin Lesions in NC/Nga Mice. Evidence-Based Complementary
and Alternative Medicine. v. 2, n. 1, p. 7-10, 2016.



