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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULATORIA in vitro POR CONTATO DO
COMPOSTO ISOLADO Valenceno

Maria de Fatima Guedes Monteiro®, Francisco Yhan Pinto Bezerra®.
RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e moduladora in
vitro por contato gasoso do composto isolado Valenceno. Foram utilizadas as linhagens
padrdo de Staphylococcus aureus ATCC6538, Escherichia coli 25922 e linhagens
multirresistentes de Staphylococcus aureus 358, Escherichia coli 27, para a modulacdo foram
usados os antibidticos, amicacina, gentamicina, ciprofloxacina e norfloxacina. Realizando o
estudo através da técnica de contato gasoso. Os ensaios foram realizados em triplicata, e
expressos como a media aritmética. Na andlise estatistica foi aplicada ANOVA two-way
seguida do teste de Bonferroni, considerando significancia de p< 0,05.Na atividade
antibacteriana realizada pelo método de contato gasoso ndo obteve resultados para ambas as
cepas. Nos testes de modulacdo apresentou resultado estatisticamente significante quando
associado as bactérias padrdo e multirresistentes E. coli, e S. aureus. Devido o Valenceno ter
apresentado atividade modulatéria significante novas e aprofundadas pesquisas devem ser
desenvolvidas em busca da ampliagdo e comprovagdo do conhecimento do composto
estudado. Os resultados obtidos sdo promissores e poderdo estimular no desenvolvimento de
outras novas pesquisas.

Palavras-chave: Efeito Modulador. E.coli. Resisténcia Bacteriana. S.aureus. Valenceno.

ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND MODULATORY in vitro FOR CONTACT OF
THE COMPOSITION ISOLATED Valencene

ABSTRACT

The present work had as objective evaluates the antibacterial activity and modulatory in vitro
for gaseous contact of the isolated composition Valenceno, the lineages standard of
Staphylococcus aureus were used ATCC6538, Escherichia coli 25922 and lineages
multiresistant of Staphylococcus aureus 358, Escherichia coli 27, for the modulation degree
antibiotics amicacina, gentamicina, ciprofloxacina and norfloxacina. Accomplishing the study
through the technique of gaseous contact. The rehearsals were accomplished in triplicata, and
expressed as the arithmetic average. In the statistical analysis ANOVA two-way following by
the test of Bonferroni was applied, considering significance of p< 0,05.Na antibacterial
activity accomplished by the method of gaseous contact didn't obtain results for both stumps.
In the modulation tests it presented resulted clinically relevant when associated with standard
and multiresistant bacteria E. coli, e S. aureus. New and deepened researches should be
developed in search of the enlargement and proof of the knowledge of the studied
composition. The obtained results are promising and they can stimulate in the development of
other new researches.

Keywords: Modulator Effect. E. coli. Bacterial resistance. S.aureus. Valencene.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia antibacteriana € um problema de saude publica, com o aumento dos
casos de resisténcia € amplamente reconhecido como uma grave ameaca a Saude. Um
exemplo de relevancia clinica sdo as infeccGes causadas por Staphylococcus aureus, tanto
hospitalares quanto domiciliares, apresentando morbidade e mortalidade elevadas, (RATTI &
SOUSA, 2009). Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram negativa conhecida por propiciar
infeccdes do trato urinario, também apresenta resisténcia aos antibioticos, como o grupo das
quilononas (CRUZ et al., 2016).

Nas ultimas décadas, a resisténcia dos microrganismos a novos antibidticos ou drogas
modificadas vem aumentando. Nesse sentido surge a preocupacao para a procura de novas
alternativas terapéuticas para o combate de infeccdes (DIAS et al., 2017).

E observado um maior nimero de pesquisas relacionadas ao potencial terapéutico das
plantas medicinais, associando 0s produtos vegetais e/ou seus subprodutos com drogas
antibacteriana, onde pode inibir ou intensificar o efeito terapéutico dos medicamentos
convencionais (SARAIVA, 2012).

Os produtos naturais, essencialmente os de origem vegetal, tem se destacado tanto por
mostrar uma eficacia na atividade antibacteriana, como pela sua competéncia em potencializar
0 exercicio antibiético. Sendo assim, o uso de itens oriundos dos produtos naturais, pode ser
uma via relevante, ja que pesquisas demonstram a sua eficiéncia em reduzir resisténcia
bacteriana (TINTINO et al., 2015).

As plantas medicinais aromaticas possuem na sua composi¢do 6leos essenciais. Estes
sdo oriundos do metabolismo secundario das plantas e apresentam composi¢cdo quimica
complexa, destacando-se a presenca de terpenos e fenilpropandides. Esses Gleos sdo
encontrados em varios 0rgdos vegetais, realizando atividades importantes para a
sobrevivéncia deste, particularmente, na defesa contra microrganismos (CORTEZ et al,
2015).

Dentre as substancias oriundas dos 6leos essenciais, encontra-se o Valenceno, que é
um sesquiterpeno, composto citrico proveniente de diversas espécies de citrinos e do 6leo
essencial de laranja valéncia. Esse composto possui uma enzima conhecida como valencene
sintase que quando comparada a outras sintases sesquiterpénicas possui um desempenho
eficiente sob microrganismos (BEEKWILDER et al,2014).



O composto Valenceno, C15H24 é detectado em pequena concentracdo em vegetais
citricos, sendo elaborado biosintéticamente a partir do difosfato de farnesila pela rota
bioquimica do mevalonato (ZAMPIERI, 2006).

Em decorréncia do aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a multiplas
drogas, surge a preocupacéo pela busca de novas alternativas terapéuticas. Nesse contexto as
atividades sinérgicas antimicrobianas de compostos isolados extraidos de vegetais necessitam
ser estudadas. Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e

modulatoria in vitro por contato gasoso do composto isolado Valenceno.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO, LOCAL E PERIODO DE REALIZACAO DOS TESTES

O presente estudo trata-se do tipo experimental. As atividades foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario Ledo Sampaio (UNILEAO), Juazeiro
do Norte— CE, no periodo de Abril a Maio de 2019.

2.3 MEIOS DE CULTURA, OBTENCAO DO VALENCENE E ANTIBIOTICOS

O Meio Brain Heart Infusion (BHI) e Agar Mueller Hinton (MH) foi o meio de
cultura das cepas de escolha, preparado de acordo com as especificagbes sugeridas pelo
fabricante. O composto Valencene foi obtido de Sigma Chemical e os antibidticos amicacina,
gentamicina, ciprofloxacina e norflofaxina de LaborClin, Brasil.

2.4 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados nos testes foram as linhagens multirresistentes e padrao
das seguintes bactérias: Escherichia coli 27, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus 358 e Stphylococcus aureus ATCC 6538, ambas disponibilizadas pelo Centro

Universitario Ledo Sampaio.

2.5 PREPARO E PADRONIZACAO DO INOCULO BACTERIANO



As linhagens foram inoculadas em caldo BHI, na concentracdo indicada pelo
fabricante e ficaram incubadas durante 24 horas a temperatura de 37°C para propiciar 0
desenvolvimento das cepas bacterianas. Estas suspensdes acrescidas de bactérias
desenvolvidas foram diluidas na proporcdo de 1:10 em caldo BHI até o equivalente a
10°céls/mL (NCCLSI, 2005).

2.6 TESTE DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA
POR CONTATO GASOSO

Para realizacdo da semeadura dos microrganismos, foram utilizadas placas de Petri
contendo Agar Mueller Hinton (MH). Discos de papéis filtro semelhantes aos de antibiograma
que foram colocados no centro de cada placa sobre o semeio e 20 pL do produto puro a ser
testado foi acrescentado na tampa das placas. Para determinacdo dos halos de inibigéo, as
placas foram incubadas na estufa a 37°C por 24 horas. Os testes foram realizados em triplicata
e para determinacéo dos halos foi utilizada uma régua milimetrada.

Para a realizacdo atividade moduladora por contato gasoso em placas de Petri
contendo Agar Mueller Hinton (MH), foi utilizada a metodologia modificada por Inouye;
Takizawa; Yamaguchi (2001). Foram utilizados discos de antibiGticos: amicacina,
gentamicina, norfloxacina e ciprofloxacina. As placas foram invertidas e 20 pL do composto
foi acrescentado nas tampas permitindo que a partir da volatilizacdo ocorra a interacdo com 0s
discos. Outras placas foram preparadas sem o0 composto para posterior comparagdo entre
placas somente com os antibiodticos e placas com antibiéticos e composto. Para determinagdo
dos halos de inibigéo, as placas foram incubadas na estufa a 37°C por 24 horas. Os testes
foram realizados em triplicata e para determinacdo dos halos foi utilizada uma régua

milimetrada.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em média
aritmética. Para anédlise estatistica foi aplicada ANOVA two-way seguida do teste de

Bonferroni, considerando significancia de p< 0,05.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise da atividade antibacteriana realizada pelo método de contato gasoso, o
composto isolado Valenceno (C15H24) ndo apresentou atividade bacteriana frente as cepas
multirresistentes e padréo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

De acordo com Beekwilder et al. (2014) o Valenceno estd incluso em diversas
espeécies de citrus, como no 6leo essencial da laranja de Valéncia. Em trabalho realizado por
Heberle et al. (2016), foi observado que o 6leo essencial extraido principalmente da casca da
laranja de valéncia apresentou uma pequena resposta antibacteriana contra bactérias Gram
positivas, destacando-se Staphylococcus aureus , no entanto ndo teve atividade frente as
bactérias Gram negativas que foi o caso da bactéria Escherichia coli.

Bactérias Gram positivas, tais como Staphylococcus aureus sdo mais susceptiveis aos
6leos essenciais que as bactérias Gram negativas, tais como Escherichia coli. Este fato pode
ser devido a interacdo direta das membranas das células com componentes hidrofébicos dos
Oleos (CALO et al., 2015).

Diversos estudos vém sendo realizados com produtos naturais em busca de novos
tratamentos a infec¢des bacterianas. Um grande numero de plantas é testado ndo apenas por
sua atividade antimicrobiana direta, mas também como um agente modificador de resisténcia
(GIBBONS, 2004).

Devido o Valenceno ser um composto isolado, ndo existe relatos sobre sua atividade
antibacteriana na literatura.

A figura 1 estd apresentando os resultados do teste de modulag¢do por contato gasoso
do composto isolado Valenceno frente aos antibidticos da classe dos aminoglicosideos
amicacina e gentamicina e da classe das quinolonas norfloxacina e ciprofloxacina. Os

resultados foram considerados estatisticamente significativos quando o valor de p < 0,001.



Gréfico 1: Potencial modulatério do Valenceno frente a Escherichia coli
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De acordo com Yang; Dong-ung; Shin, (2014) o Valenceno é um integrante dos
sesquiterpenos (denominacao dos terpenos), e 0 composto bioativo mais reputado isolado dos
rizomas de Cyperus rontundus que ¢ uma planta medicinal que vem sendo utilizada no
tratamento de diversas doencas. Pesquisas relatam que o Valenceno possui um amplo espectro
farmacoldgico especificamente como antisséptico, antioxidante e atividade antialérgica.

Estudos recentes realizados por Macedo et al., (2018) mostram que a Cysperus
rotundus, apesar de possuir bioatividades, sendo assim fonte potencial de antioxidantes
naturais, também apresenta citoxidade estando esses efeitos bioldgicos relacionados a
compostos fenolicos como os taninos e flavondides. A pesquisa realizada ndo apresentou
resultados antibacterianos e modulatérios.

No entanto uma avaliacdo feita por Sharma e Singh (2011),a partir do extrato
etandlico de rizomas de Cysperus rotundus comprovou a atividade antibacteriana e
modulatdria contra a bactéria Escherichia coli podendo esse resultado ser referente a presenca
de metabdlitos secundarios tais como os terpenos e esterdides.

Em estudo realizado por Parekh e Chanda (2006), para avaliar a atividade
antibacteriana in vitro do extrato etandlico de plantas inteiras de C. rotundus foi relatado que
0 extrato etandlico de C. rotundus apresentou cerca de 70 % de atividade antibacteriana em
todos os microrganismos investigados, tendo mais eficiéncia contra a maioria das bactérias

Gram-negativas testadas como a E. coli.
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Os resultados com valores estatisticamente ndo significantes podem ser justificados
pela parede celular da bactéria Gram-negativa na qual possui uma membrana externa que
forma um envelope, desta forma, se torna dificil a acdo de produtos naturais e outros
medicamentos antimicrobianos (HOLLEY; PATEL, 2005). Entretanto, foi possivel observar
resultados relevantes frente E. coli na modulagdo com amicacina e ciprofloxacina que
apresentou aumento do halo de inibicéo indicando efeito sinérgico. Dessa forma, o presente
estudo mostra que a metodologia empregada pode modificar a resisténcia das bactérias Gram-
negativas.

A figura 2 mostra a modulagdo do composto Valenceno em combinagdo com
antibidticos das classes dos aminoglicosideos e quinolonas pela técnica de contato gasoso
frente as cepas de Staphylococcus aureus. A CIM dos antibidticos isoladamente quando
comparadas a CIM dos mesmos associados ao Valenceno, demonstrou que essa associacdo
modulou a atividade da droga sinergicamente na maioria das drogas testadas. Os resultados

séo expressos em halos de inibigdo com valor estatisticamente significativo de p <0,001.

Gréfico 2: Potencial modulatério do Valencene frente a Staphylococcus aureus
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Segundo Freitas et al., (2013) as bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus
aureus, geralmente sdo mais sensiveis aos antibidticos que bactérias Gram-negativas.
Acredita-se que o efeito antibacteriano esta relacionado, principalmente, a modificacdo na
permeabilidade e integridade da membrana celular bacteriana onde, 0s compostos
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sesquiterpenicos sdo capazes de dissolverem-se dentro da membrana plasmatica e desta forma
penetrar na célula, afetando o metabolismo microbiano.

De acordo com Costa et al., (2008) o Valenceno foi encontrado como sendo um dos
compostos majoritarios da Lantana camara L., Verbenaceae, que é uma planta encontrada em
regides tropicais e subtropicais do mundo. Os ensaios de atividade antimicrobiana in vitro
mostraram o0 0leo dessa planta como inibidor do crescimento de quase todas as bactérias
testadas, aparecendo S. aureus como resistente a acdo dos componentes presentes no 0leo.

Nota-se que os resultados obtidos nesse trabalho divergem dos descritos por Costa
(2008), onde ndo houve sensibilidade para Staphylococcus aureus, no entanto ndo foi atestado
a acdo de cada composto individualmente pois, possuem uma habilidade especifica

diferenciada para romper ou penetrar na estrutura bacteriana.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho corroboram com a ideia de que o Valenceno por ter
apresentado atividades modulatérias significantes contra as cepas de bactérias multirresistente
como Staphylococcus aureus e Escherichia coli pode ser peca importante e promissora no
combate a resisténcia bacteriana, no entanto estudos futuros se fazem necessarios para um

melhor entendimento das atividades aqui encontradas.
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