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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA DO 2-ALILFENOL
FRENTE Staphylococcus aureus

Vanessa Ellen Figueiredo Melo?;
Maria Karollyna do Nascimento Silva Leandro?

RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e moduladora da
substancia 2-alilfenol a fim de encontrar novas alternativas para seu uso, uma vez que €
um fenilpropandide sintético amplamente estudado em sua atividade fungicida. Desse
modo, este estudo experimental visa ainda observar a interagdo de caracteristicas da
substancia frente concentracdes diferente na microdiluicdo de diferentes cepas da bactéria
Staphylococcus aureus, a ATCC 10536 padrdo e a 10 resistente, associadas aos
aminoglicosideos Amicacina e Gentamicina que foram utilizados. Ap0s o0 repique das
bactérias em meio BHI, foi preparado o inoculo em escala de 0,5 da escala McFarland e a
solucdo de 2-alilfenol em dimetilsufoxido, sendo essa diluida em agua destilada em
concentracdes diferentes nos pocos da placa de microdiluigdo. Apds isso, foram incubadas
e testadas com o uso dos antibidticos de interesse, sendo avaliada a mudanca de cor com o
auxilio do corante resazurina. Sugere-se que novos experimentos sejam realizados com
outras metodologias para que haja uma maior exploragdo de novas alternativas

bactericidas, diminuindo o0s maleficios causados por a resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Bactérias. Microdiluicdo. Resisténcia. Produtos naturais

ABSTRACT

The present work aims to evaluate the antibacterial and modulating activity of the
substance 2-allylphenol in order to find new alternatives for its use, since it is a synthetic
phenylpropanoid widely studied in its fungicidal activity. Thus, this experimental study
also aims to observe the interaction of the characteristics of the substance against different
concentrations in the microdilution of different strains of the bacterium Staphylococcus
aureus, ATCC 10536 standard and resistant, associated with the aminoglycosides
Amikacin and Gentamicin that were used. After multiplying the bacteria in BHI medium,
the inoculum was prepared on a 0.5 McFarland scale and the solution of 2-allylphenol in
dimethylsuffoxide, which was diluted in distilled water at different concentrations in the
wells of the microdilution plate. After that, they were incubated and tested with the use of
the antibiotics of interest, and the color change was evaluated with the help of resazurin
dye. It is suggested that new experiments be carried out with other methodologies so that
there is a greater exploration of new bactericidal alternatives, reducing the harm caused by
bacterial resistance.
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1 INTRODUCAO

O uso da natureza para sobreviver é analogo a existéncia humana, visto que,
anteriormente aos estudos e conhecimento da medicina, 0 meio natural era o Unico
ambiente a ser explorado para combater enfermidades. Para isto, a evolugdo da ciéncia
sempre seguiu aprimorando e validando técnicas que sdo herdadas de costumes e
habitos passados socialmente (CARNEIRO et al., 2014).

Nesse contexto, a exploracdo do ambiente natural para tratar doengas é
principalmente associada a uma probleméatica dentro do ramo farmacéutico: a
resisténcia de bactérias a antibidticos e a necessidade de suprirem esse problema com
novas formulas mais agressivas e, consequentemente, mais prejudiciais ao corpo
humano. Os processos de muta¢des, transducdo ou selecdo proporcionam uma alteragédo
na genética do microrganismo que possibilita sua mediacdo ao medicamento exposto
(LIMA et al., 2020).

Com o ideal de explorar substancias que visem outros métodos de tratamento
das patologias causadas por microrganismos, o 2-alilfenol vem sendo estudado como
um fungicida (MENG et al., 2007), pois sua acdo, principalmente associada a outros
fenilpropanoides, age diminuindo o ATP, o que inibe respiracdo dos fungos (ARAGAO
NETO et al., 2019).

Destarte, por haverem classes de fendis com propriedades antimicrobianas, ha a
possibilidade de explorar outros meios, como o composto sintético 2-alilfenol frente as
bactérias, principalmente por ser uma questdo de grande preocupacdo dentro de 6rgaos
que visam maior qualidade e seguranca para pacientes (BUENO-SILVA et al., 2016) e,
dentre as de maior interesse hospitalar por seus altos riscos de infeccbes, tem-se as
cepas de Staphylococcus aureus (VIANA et al., 2011).

Mesmo com o0 avanco da ciéncia e a capacidade dos farmacos em combaterem
enfermidades, o uso indiscriminado, sem receitas e a interrup¢do do tratamento sdo 0s
principais fatores que condicionam a uma grande problematica: a resisténcia bacteriana.

Nesse vies de alternativas naturais, o uso do 2-alilfenol, este grupo de fendis

usados principalmente em tratamentos inflamatorios, avalia a utilizacdo dessa
substancia como uma nova alternativa farmacéutica, com o objetivo de contribuir para o
tratamento de patologias que sdo comuns em toda a sociedade, causados pela bactéria
Staphylococcus aureus, ampliando-se, dessa maneira, as opgoes de tratamento

alternativo em hospitais e em todo o0 meio da salde coletiva.
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O seguinte estudo tem como premissa analisar a agdo da substéncia 2-alilfenol
como antimicrobiana e moduladora da resisténcia aos antibioticos frente a bactéria e
Staphylococcus aureus; avaliando seus efeitos sinérgicos, antagonicos e/ou indiferentes

da substancia ao modular com aminoglicosideos.

2 METODOLOGIA

2.1 LOCAL DA PESQUISA
As atividades foram realizadas nos Laboratérios de Microbiologia do Centro

Universitario Ledo Sampaio (UNILEAO), em Juazeiro do Norte—CE.

2.2 PERIODO DE REALIZACAO DOS TESTES
Os testes foram realizados durante o periodo de agosto a outubro de 2022.

2.3 MICRORGANISMOS E PRODUTO UTILIZADO

Foi utilizada a linhagem bacteriana padrédo de Staphylococcus aureus ATCC 10536
cedida pelo Instituto Oswaldo Cruz e a linhagem multirresistente de isolados clinicos
Staphylococcus aureus 10. Todas as linhagens foram mantidas em Agar infusdo de
coracdo (HIA). Para a realizacdo dos testes de microdiluicdo, as linhagens foram
suspendidas em tubo de ensaio com agua destilada para obter uma suspensdo com
turvacédo equivalente a 0,5 da escala de McFarlland (1 x 108 UFC/mL). O composto 2-
alilfenol foi obtido de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, E.U.A.

2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
MODULACAO DOS FARMACOS POR TECNICA DE MICRODILUICAO

A determinacdo da CIM realizou-se através da técnica de microdiluicdo em caldo
utilizando placas esterilizadas com 96 pocos com diluicbes em série 1:1 (NCCLS,
2003). Culturas microbianas mantidas em agar estoque sob refrigeracdo foram repicadas
em caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas a 35°C durante vinte e
quatro horas. Apds este periodo, realizou a padronizacdo do inoculo, que consiste na
preparacdo de uma suspensdo em BHI, cuja turvacdo seja similar ao tubo 0,5 da escala

McFarland (1x10® UFC/ml). Esta suspenséo foi diluida cem vezes, em meio BHI, o que



corresponde aproximadamente a uma suspensdo contendo 1x10® UFC/ml, da qual foi
retirado 100 pL e adicionado em cada poco da placa acrescido de diferentes
concentragdes do composto.

A solucdo teste esté preparada utilizando 10 mg do 2-alilfenol solubilizado em 1
ml de dimetilsufoxido (DMSO), obtendo uma concentragdo inicial de 10 mg/mL. A
partir desta concentracdo, foram realizadas as diluicbes em agua destilada estéril para
obter uma solugdo estoque de 1024 pg/mL. As concentragdes finais das amostras no
meio de cultura sdo 512, 256, 128, 64, 32, 16 e 8 ug/mL.

Os testes foram realizados em triplicata. As placas incubadas a 35 + 2 °C durante
vinte e quatro horas. Apos este periodo, usou-se um corante especifico para a revelagdo
das placas, a resazurina. Esta solucdo foi preparada em &gua destilada estéril na
concentracdo de 0,01% (p/v). Apds o periodo de incubagdo, 20 pg/mL da resazurina,
solucéo indicadora, foi acrescentada nas placas em cada cavidade e, depois de uma hora
em temperatura ambiente, realizada a leitura do teste, que é determinada através da
coloracdo do meio de cultura, sendo considerado crescimento microbiano para 0s pogos
que ndo apresentaram alteragdo na cor, ou seja, permaneceramcom a coloragdo azul, e
inibicdo para os que obtiveram coloracdo vermelha (SALVAT et al., 2001).

O controle negativo do teste é realizado com os meios de cultura contendo o
indculo. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) que definiu a menor concentracao
capaz de inibir completamente o crescimento microbiano nos po¢os de microdiluicéo,
conforme detectado macroscopicamente.

O teste para avaliacdo da atividade moduladora foi realizado utilizando cepas
bacterianas multirresistentes e o composto na concentracdo subinibitéria. Os
antibidticos amicacina e gentamicina serdo utilizados em concentra¢do de 1.024 pg/mL
e, por meio da microdiluicdo, adicionados nos pogos contendo BHI a 10%, mais
indculoe 2-alilfenol. As concentragdes finais de antibioticos foram de 512 a 0,5 pg/mL.
As placas foram incubadas por vinte e quatro horas a 35 + 2° C. Todos 0s testes
realizados em triplicata e a revelacdo obtida através do uso de resazurina (COUTINHO
et al., 2010).

2.5 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados estdo expressos em média (geométrica) + desvio padrdo, avaliados

estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos-test



Bonferroni utilzando o software GraphPad Prism 7.0, onde as diferengas foram
consideradas significativas quando p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O produto utilizado foi o 2-alilfenol, que segundo o estudo de Cui et al., (2021)
esse fenilpropandide pode apresentar a capacidade de desenvolver mecanismos que
inibem a acdo de microrganismos, como mostrado em sua pesquisa 0 uso dessa
substancia frentea fungos, mostrando atuagédo eficaz por inibir a acdo desses quando
associados a substancias medicamentosas.

ApoOs a obtencdo da amostra, foi empregada a metodologia de microdiluicdo em
caldo que permite encontrar a concentracdo inibitoria minima, sendo por essa razdo um
bom auxilio na determinagdo de qual melhor antimicrobiano utilizado no tratamento da
infeccdo e se os testes de novos metodos serdo eficazes (CLSI, 2018). Nessa analise,
aplicada ao 2-alilfenol, obteve-se uma CIM de > 1024 pg/mL, ou seja, a substancia ndo
apresentou efeito frente as cepas de S. aureus, sendo observada pouca agéo entre essa e
0s aminoglicosideos utilizados na modulacéo.

Por outro lado, outros autores obtiveram, do 2-alilfenol, uma atividade fungicida
significante afetando o sistema de respiratorio e a producédo de ATP, tendo suas funcdes
normais prejudicadas pela exposicdo a substancia (XIA et al., 2010). Esses resultados
divergentes podem ser consequéncia do microrganismo estudado, devido
principalmente a grande divergéncia entre a morfologia e fisiologia dos fungos e
bactérias (EMIDIO et al., 2020).

Em contrapartida, o uso do Eugenol, substancia semelhante em classe e estrutura
ao fenilpropandide testado, obteve resultados significativos como bactericidas em Gram
negativas e positivas e, ja avaliado e testado em cepas de Staphylococcus aureus,
quando isolado ou associado a aminoglicosideos de interesse na rotina hospitalar
(ASSIS, 2016). Apesar da semelhanca, a estrutura quimica do Eugenol possui um anel
aromatico que classifica uma maior estabilidade a cadeia, o que pode ter sido
prejudicado na cadeia simples do 2-alilfenol na exposi¢do aos testes (SANTOS et al.,
2021).

A microdiluicdo do produto revelou que ndo houve inibicdo do crescimento
bacteriano em nenhuma das concentragdes testadas. Quando associados aos antibidticos,
os resultados também ndo foram significantes no Grafico 1, pois ndo houve diminuicéo

da acdo da bactéria em relagdo a coluna controle e a teste, sendo essa uma combinagao
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dos antimicrobianos aminoglicosideos associados a amostra obtida do 2-alilfenol, o que

resultou em resultado ndo significativo ao método empregado nos testes.

Gréfico 1 - Avaliagdo da atividade moduladora do 2-alilfenol frente S.aureus 10
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Fonte: Préprio autor

Diante da realizacdo dos testes, ndo foi possivel estabelecer uma mudanca
estatisticamente na acdo dos aminoglicosideos Gentamicina e Amicacina ao serem
associados ao produto, sendo estabelecido seu uso associado em outros metodos e
mecanismos que visem melhor aproveitamento da amostra, j& que seu uso de
fenilpropanoides €, na literatura, associado a producdo de farmacos classe dos
antibioticos (SOUSA et al., 2022)

A gentamicina e amicacina sdo aminoglicosideos, sendo essa classe associada a
melhores resultados em bactérias Gram-negativos aerobicos, tendo potencial moderado
em bactérias Gram-positivas e sem efeito em bactérias anaerdbias estritas (RIBEIRO,
2017). A bactéria Staphylococus aures, por ser Gram-positiva, pode ter limitado a acéo
do farmaco associado a substdncia estudada, pois antibioticos aminoglicosideos
apresentam propriedades quimicas e farmacologicas semelhantes (LEGGETT, 2017).

Ao ser testado um produto em uma bactéria, é importante associar os fatores que
podem dificultar a acdo desses, como € o caso da parede celular dos procariontes, que é
composta por peptideoglicano, que aléem de conferir a morfologia também atua na
protecdo do microrganismo, sendo as Gram-positivas composta por tripla camada desse
heteropolissacarideo, sendo assim mais espessa e apresentando maior dificuldade de
que sejam penetrados algumas substancias, quando comparados as Gram-negativas que
por apresentarem camada de peptidioglicano mais fina, possuem maior fragilidade
(ROSA, 2008)

Nesse viés, outros métodos podem ser necessarios para encontrar a forma mais
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eficaz de utilizar o 2-alilfenol, como na extracdo de DNA bacteriano, pois essa técnica

permite que sejam determinadas as particularidades do microrganismo, bem como
reconhecer sua acdo, diferenciacdo e, através da producdo de farmacos que sao
geneticamente modificados. (BIERHALS et al.,2020)

4 CONCLUSAO

Pelos estudos nesse trabalho, foi obtido resultados que aplicaram bactérias de
interesse clinico para novas alterativas no minimizacdo do impacto da resistencia
bacteriana, apesar dos testes ndo conclusivos, a substancia pode ser inovadora no ramo
anribacteriano. Seria de suma importancia para o amplo estudo do 2-alilfenol outros
testes que mostrem melhor sua acéo, encontrando amelhor metodologia viavel para seu
uso ser explorado como bactericida, sendo ampliado o uso de metodos alternativos na

rotina medicamentosa.
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