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PERFIL QUiMICO E ATIVIDADES ANTIBACTERIANA, MODIFICADORA E
TOXICOLOGICA DO OLEO E EXTRATO DOS GOMOS Citrus bergamia (Risso &
Poiteau)

Cicero lucas marques de macedo?, José Walber Gongalves Castro?

RESUMO

Analise do perfil quimico e atividades antibacteriana, modificadora e toxicologica do 0Oleo e
extrato dos gomos Citrus bergamia (Risso & Poiteau). Os frutos foram selecionados e levados
para 0 processo de liofilizacdo, logo ap6s submersos em etanol P.A para extracdo a frio para
obtencdo do extrato bruto. Em seguida, a prospeccao fitoquimica foi realizada para identificar
classes de metabolitos secundarios. Os gomos foram triturados e submetidos a hidrodestilacdo
em aparelho tipo Clevenger modificado para obtencdo do 6leo essencial. A atividade
antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo frente a bactérias Gram positivas e
negativas. Por fim o potencial modificador foi determinado utilizando os antibioticos da classe
aminoglicosideos (Amicacina e gentamicina) e beta-lactamicos (Benzil penicilina e cefalotina).
A atividade toxicologica foi realizada utilizando Artemia salina (Leach), através de testes em
diferentes concentracdes do produto. Os resultados mostram que nas bactérias Gram-negativas
(E. coli e P. aeruginosa), a principal atividade foi a sinergia, destacada em E. coli 06 com -
lactdmicos e o 0Oleo essencial. Nas Gram-positivas, a principal atividade foi a modificacdo da
CIM de gentamicina combinada com o extrato e 0 6leo essencial. A analise fitoquimica revelou
flavonoides, taninos e monoterpenos, com propriedades antibacterianas. Esses compostos
desestabilizam membranas e inibem enzimas essenciais. Em Gram-negativas, observou-se
sinergia entre B-lactamicos e aminoglicosideos; ja nas Gram-positivas, a modificagédo da CIM
foi evidente com gentamicina. Os resultados reforcam o potencial terapéutico de compostos
naturais e a importancia de explorar atividades com antimicrobianos para criar estratégias
contra infecgoes.

Palavras-chave: Antibacteriano. Bergamota. Citrus bergamia. Potencial modificador. Perfil
quimico.

CHEMICAL PROFILE AND ANTIBACTERIAL, MODULATORY, AND
TOXICOLOGICAL ACTIVITIES OF THE OIL AND EXTRACT FROM Citrus
bergamia (Risso & Poiteau) SEGMENTS

ABSTRACT

Analysis of the Chemical Profile and Antibacterial, Modulatory, and Toxicological Activities
of the Oil and Extract from Citrus bergamia (Risso & Poiteau) Segments. The fruits were
selected and subjected to a lyophilization process, followed by immersion in P.A ethanol for
cold extraction to obtain the crude extract. Subsequently, a phytochemical screening was
conducted to identify classes of secondary metabolites. The segments were crushed and
subjected to hydrodistillation using a modified Clevenger-type apparatus to obtain the essential
oil. The antibacterial activity was evaluated using the microdilution method against Gram-
positive and Gram-negative bacteria. The modulatory potential was determined by combining
the extract and essential oil with antibiotics from the aminoglycoside class (Amikacin and
Gentamicin) and the beta-lactam class (Benzylpenicillin and Cefalotin). The toxicological
activity was assessed using Artemia salina (Leach) through tests with different product
concentrations. The results revealed that, in Gram-negative bacteria (E. coli and P. aeruginosa),
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the main activity observed was synergy, particularly in E. coli 06 with beta-lactams and the
essential oil. For Gram-positive bacteria, the main activity was the modification of the MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) of gentamicin in combination with the extract and
essential oil. Phytochemical analysis identified the presence of flavonoids, tannins, and
monoterpenes, which are known for their antibacterial properties. These compounds destabilize
bacterial membranes and inhibit essential enzymes. In Gram-negative bacteria, synergy was
observed between beta-lactams and aminoglycosides, while in Gram-positive bacteria, a
significant modification of the MIC was observed with gentamicin. These results highlight the
therapeutic potential of natural compounds and emphasize the importance of exploring their
interactions with antimicrobials to develop new strategies against infections.

Keywords: Antibacterial. Bergamot. Citrus bergamia. Modulatory potential. Chemical profile.

1 INTRODUCAO

A fitoterapia tem ganhado destaque como uma abordagem terapéutica alternativa,
oferecendo uma série de beneficios em comparacdo com os medicamentos convencionais.
Reconhecidos por sua menor incidéncia de efeitos adversos, os medicamentos fitoterapicos tém
conquistado a confianga tanto de medicos quanto de pacientes. Sua utilizacdo abrange uma
ampla variedade de condicdes de saude, abrangendo desde o tratamento do cancer até distarbios
hepéticos, proporcionando uma opcao natural e acessivel (Guo et al., 2023; Zhang et al., 2021).

A partir disso, a diversidade e distribuicdo geografica da familia Rutaceae oferecem um
vasto campo de estudo para a fitoterapia. Muitas espécies dentro dessa familia tém sido
tradicionalmente utilizadas como fontes de medicamentos em diversas culturas ao redor do
mundo. A floracdo em plantas perenes é influenciada por diversos fatores, como a carga de
frutos e as condi¢Bes ambientais. Além disso, a relacdo entre a carga de frutos e o processo de
floragdo em plantas perenes podem alterar componentes ativos e consequentemente 0 seu uso
como fitoterapico, vindo a depender das caracteristicas da espécie (Junior et al., 2023; Mesejo
etal., 2021).

Dentre as principais espécies capazes de serem utilizadas como fitoterapicos podemos
destacar as pertencentes a familia Rutaceae sendo os citricos seu género de destaque, como
laranjas, toranjas e tangerinas, na qual, sdo principalmente misturas de espécies ancestrais,
especialmente pomelo (Citrus maxima) e tangerina (Citrus reticulata). As variedades mais
conhecidas incluem a laranja doce (Citrus sinensis), limdo (Citrus limon) e a toranja (Citrus
paradisi) (Ibeas et al., 2021; Velasco; Licciardello, 2014).

Desta forma € possivel destacar a bergamota (Citrus bergamia), uma pequena arvore
perene que pode crescer até 5 metros de altura, com caule ereto, ramos irregulares e folhas

aromaticas. Suas folhas sdo simples, alternadas, coriaceas, e apresentam glandulas de dleo



visiveis. O fruto trata-se de uma baga ligeiramente achatada, varia de subglobosa a piriforme,
com casca verde brilhante que se torna amarelo palido quando maduro, contendo numerosas
glandulas de 6leo essencial (Rapisarda; Germano, 2013; Quirino et al., 2022; Tsiokanos et al.,
2021).

O interesse em compostos de origem natural como fontes promissoras para lidar com a
crescente resisténcia antimicrobiana nos dltimos anos, tém enfrentado desafios importantes e
proporcionado novas oportunidades na pesquisa farmacéutica. Ao longo da historia, os produtos
naturais e seus derivados estruturais desempenharam um papel crucial na terapéutica,
oferecendo contribui¢bes substanciais no tratamento de condi¢cbes como cancer e doengas
infecciosas (Atanasov et al., 2021). Diante disso é de suma importancia para a comunidade
cientifica e o publico geral, pois o gradual aumento de bactérias multirresistentes a antibioticos,
torna a procura por métodos que ultrapassem essa capacidade bacteriana e possa minimizar a
mortalidade durante infec¢des, assim como podendo auxiliar para a diminuicdo do uso
indiscriminado de partes da bergamota sem o conhecimento adequado, evitando o uso de
placebo para o publico que acredita em suas capacidades antimicrobianas. Por fim esta pesquisa
tem como objetivo analisar o perfil quimico e atividades antibacteriana, modificadora e

toxicoldgica do 6leo e extrato dos gomos Citrus bergamia (Risso & Poiteau).

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 METODOLOGIA

2.1.1 Tipo e local de estudo

Esta pesquisa tratou-se de um estudo experimental, que incluiu uma pré-tese para testar
uma hipétese. Os resultados encontrados contribuiram no aprimoramento de novas técnicas
cientificas que também tiveram finalidade de descobrir algo inexplorado, variaveis contidas
neste estudo foram manipuladas a fim de permitir o efeito e a causas de um determinado evento
(Dodt et al., 2015). Os experimentos foram realizados nos laboratorios de Microbiologia e
Bromatologia do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio-UNILEAO, Campus Satde.



2.1.2 Selecéo, coleta e identificacdo do material vegetal

Os frutos frescos de Citrus bergamia (Risso & Poiteau) foram coletadas no sitio
Malhada, Barbalha - CE e levadas para o laboratério de microbiologia do Centro Universitario
Doutor Ledo Sampaio-UNILEAO no municipio de Juazeiro do Norte — CE, para realizagio dos
testes. Em seguida foram pré-selecionados de acordo com o estado de amadurecimento e
condicdes do fruto, apds essa selecdo uma exsicata do material botanico foi depositada no
herbario Dardaro de Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri (URCA), para a

obtenc&o do registro do tombamento.

2.1.3 Preparacéo do extrato

Os segmentos dos frutos da espécie Citrus bergamia (Risso & Poiteau) foram
selecionados e em seguida triturados para aumentar a superficie de contato, em seguida foi
realizado o processo de liofilizacdo, em decorréncia da alta concentracdo de agua, apds a
retirada da 4gua o material foi submerso em etanol P.A para extracao a frio por um periodo de
72 horas, de acordo com Simdes et al. (2010). A mistura foi submetida a filtracdo para retirada
das impurezas, e a destilacdo do solvente ocorreu em evaporador rotativo sob pressao reduzida
a temperatura controlada entre 30-40 °C. O rendimento do extrato foi calculado com base no

peso seco do extrato em comparativo com o peso dos frutos antes da extracdo com solvente.

2.1.3.1 Prospeccdo fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica foi realizada de acordo com a metodologia de Matos (2009)
e Simdes et al. (2010) com o intuito da elucidar classes de metabdlitos secundarios como
flavonoides, alcaloides, taninos, dentre outros. Esse ensaio baseou-se na observacdo visual,
intensificacdo da cor ou formacgdo de precipitado apds adicdo de reagentes especificos nas

solugdes das amostras.

2.1.4 Extracdo do 6leo essencial

Os segmentos ainda frescos foram triturados e submetidos a hidro destilagdo em

aparelho tipo Clevenger modificado, por 2 horas. O rendimento foi obtido com base no peso do



6leo em relacdo ao peso do material antes do procedimento de extragdo. O 6leo essencial foi
tratado com sulfato de sodio anidro (Na2S0O4) e armazenado em frasco ambar exposto a

refrigeracdo até o momento das andlises (Simdes et al., 2010).

2.1.5 Avaliacéo antibacteriana e concentracgdo inibitéria minima (CIM)

A atividade antibacteriana foi avaliada através do método de microdiluicdo com base no
CLSI (2012). Foram utilizadas bactérias padréo, sendo duas Gram (+): Staphylococcus aureus
ATCC 12624 e Enterococcus faecalis ATCC 4083 e duas Gram (-): Escherichia coli ATCC
25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Além disso foi utilizado bactérias
multirresistentes: Staphylococcus aureus 10, Enterococcus faecalis isolado clinico, Escherichia
coli 06 e Pseudomonas aeruginosa isolado clinico. Todas as linhagens foram concedidas pelo
Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais-LPPN da Universidade Regional do Cariri-
URCA mediante a solicitacdo, disponibilidade e aprovacéo da coordenacdo do laboratdrio.

As linhagens bacterianas foram ativadas em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI 3,8
%) e mantidas na estufa por 24 horas. Apos o primeiro cultivo o indculo foi padronizado a partir
da concentracdo de aproximadamente de 1 x 108 UFC/mL (turbidez da escala de McFarland).
Em seguida, esta suspensdo foi diluida em caldo BHI a 10 % e volumes de 100 pL foram
adicionados e homogeneizados nos pocos de uma placa de microdiluicdo acrescido da
concentragdo de 1024 ug/ mL do produto vegetal. As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas. Os experimentos foram realizados em triplicata.

A atividade antibacteriana foi detectada através do método colorimétrico utilizando 25
pL de resazurina sodica (0,01%) ap6s o periodo de incubacdo. A concentragdo inibitdria minima
(CIM) foi determinada como a menor concentracdo do produto capaz de inibir o crescimento
bacteriano (Salvat, 2001).

2.1.6 Avaliacao do potencial modificador

O teste de modulagdo foi realizado na presenca e na auséncia do composto natural
através de microdiluicdo em triplicata. Para avaliar a atividade modificadora foi utilizada a
CIM/8, do extrato etanolico e oleo essencial frente aos antibioticos da classe aminoglicosideos
(Amicacina e gentamicina) e beta-lactamicos (Benzil penicilina e cefalotina).



A quantidade de dleo essencial ou extrato etanolico foi calculada pela concentragéo sub
inibitoria (CIM/8). Os indculos bacterianos em BHI a 10 % foram distribuidos na microplaca
seguido da microdiluicdo de 100 uL das solugdes de antibidticos (1024 pg/ mL). Houve a
realizacdo de seguidas diluicGes obtendo as concentracdes do antibiotico que variam de 512 a
0,5 pg/ mL.

O teste foi monitorado com um controle positivo contendo apenas os antibiéticos e 0s
microrganismos. As placas microdiluidas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e a leitura foi

procedida com auxilio resazurina sddica como descrito anteriormente (Coutinho et al., 2008).

2.1.7 Avaliacdo da atividade toxicologica

A toxicidade foi testada contra o microcrustaceo Artemia salina (Leach). O teste foi
realizado em triplicata, com as concentragdes de 10, 25, 50, 100, 250 ¢ 500 pg/mL,
acompanhado de um controle positivo preparado com dicromato de potassio (K2Cr207), e um
controle negativo com agua marinha. Apds 24 horas foi feita a leitura de larvas sobreviventes.
O célculo da CL50 foi realizado por regressdo linear, sendo considerado significativo quando
CL50 < 1000 pg/mL (Meyer et al., 1982; Hirota et al., 2012).

2.1.8 Anélises estatisticas

Os resultados dos ensaios foram avaliados através do modelo de regresséo linear e teste
de Tukey por comparagdo multipla, sendo analisados pelo ANOVA bidirecional seguida pelo
teste de Bonferroni utilizando software GranphPad Prism 7.0. Os resultados em p< 0.05 foram
considerados estatisticamente significativos.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Perfil quimico

A prospecgdo fitoquimica do extrato etandlico do liofilizado dos frutos de Citrus
bergamia apresentou diversos compostos em sua composicao, estando identificados no Quadro
1.



Quadro 1: Perfil quimico do Extrato Etanolico do liofilizado dos frutos Citrus bergamia (Risso
& Poiteau) (E.E.L.F.C.B).

CLASSE DE METABOLITOS SECUNDARIOS

1|2 |3|4|5|/6|7|8(9]10]1112 13|14 15

E.E.L.F.CB B S S R R I I I G G O I o A S A

1: Fenois; 2: Taninos hidrolisaveis; 3: Taninos condensados; 4: Antocianinas; 5: Antocianidinas; 6: Flavonas; 7:
Flavondis; 8: Xantonas; 9: Chalconas; 10: Auronas; 11: Flavononois; 12: Leucoantocianidinas; 13:Catequinas;
14: Flavononas; 15: Alcaléides.

(+) presente; (-) ausente

Fonte: Prépria do autor.

A andlise fitoquimica da espécie Citrus bergamia revela uma composicdo rica em
compostos como flavonoides, polifendis e taninos, os quais desempenham papéis importantes
em atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e antibacteriana como evidenciado por Gattuso
et al. (2023), Remigante et al. (2023) e Russo et al. (2021).

De acordo com Pisoschi; Pop (2015) o estresse oxidativo ocorre quando ha um excesso
de espécies reativas de oxigénio que ultrapassam a capacidade antioxidante celular, causando
danos em acidos nucleicos, lipidios e proteinas. Segundo Kumar; Pandey (2013) a capacidade
de neutralizar as espécies reativas de oxigénio € uma atividade bioldgica presentes nos
flavonoides, devido a sua capacidade de doagdo de elétrons para a formacdao de radicais estaveis.

Os taninos tém um efeito antimicrobiano, na qual, desestabilizam membranas
bacterianas e atuam na precipitacdo de proteinas, o que interfere nos processos metabdlicos
bacterianos. Os taninos mostraram-se eficazes em algumas cepas Gram-positivas, como
Staphylococcus spp (Akiyama, 2001).

Em estudos realizados por Baron et al. (2021), determinou a presenca de 4.5% de fendis,
21,6 % de flavonas e 58,2% de flavononas além de outros compostos ndo fendlicos,
corroborando para o resultado indicado. Alguns compostos flavonoides como hesperitina,
narigenina, neoeriocitrina e apigenina foram evidenciados no suco da bergamota por Vedova et
al. (2023).

Segundo Baron et al. (2021) e Caputo et al. (2020) compostos COMO a naringina e a
neoeriocitrina sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes e protetoras vasculares,
enquanto compostos como o limoneno e o vy-terpineno contribuem para atividades

antibacterianas e anti-inflamatorias. Estudo realizado por Quirino (2015), avalia a concentragao
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de 30,20% de limoneno ¢ 11,95% de y-terpineno enquanto monoterpenos ciclicos encontrados
no extrato destilado da bergamota. Esses compostos atuam potencialmente na inibicdo de
enzimas bacterianas, modificacdo da permeabilidade da membrana, diminuicdo de porinas na
membrana celular, prevencdo da formacdo de biofilme bacteriano e na desestabilizacdo de
membranas celulares de patdgenos segundo loannou; Baliou (2024) e Juca et al. (2020).
Embora alguns compostos ndo encontrados como antocianinas exibam atividade
antibacteriana, seu mecanismo costuma ser mais leve ou atuar sinergicamente em
concentracdes especificas, possivelmente inibindo o crescimento bacteriano sem elimina-lo

completamente como indicado por Liga; Paul; Francisc Péter (2023).

2.2.2 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do extrato liofilizado da bergamota e do éleo essencial foi
testada contra quatro cepas de bactérias multirresistentes (Staphylococcus aureus 10,
Enterococcus faecalis isolado clinico, Escherichia coli 06 e Pseudomonas aeruginosa isolado
clinico) e quatro cepas ATCC (Staphylococcus aureus ATCC 12624, Enterococcus faecalis
ATCC 4083, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442). A
concentracdo inibitéria minima encontrada foi acima de 1024ug/ml para todas as cepas.

Os microrganismos testados apresentaram baixa sensibilidade ao extrato liofilizado dos
gomos da bergamota. Tais resultados indicam que a presenca dos compostos bactericidas, como
flavondis e taninos, em baixas concentragdes sao incapazes de inibir o crescimento das cepas
multirresistentes e das cepas padréo, a auséncia de antocianinas e antocianidinas combinado
com compostos antioxidantes como os polifendis pode estar relacionado a baixa
susceptibilidade encontrada nos testes como indica Liga; Paul; Francisc Péter (2023) e
Shamsudin et al. (2022).

Estudos realizados por Aparna et al. (2014) e Tian et al. (2016) afirmam que embora
compostos como flavonoides e alcaloides presentes em Citrus bergamia tenham potencial
antibacteriano, as bombas de efluxo em Gram-negativas tornam esses compostos menos
eficazes em comparacdo com sua acdo em Gram-positivas. Pesquisas indicam que mesmo em
altas concentracfes, muitos desses fitoquimicos séo rapidamente expulsos pelas bombas de
efluxo em P. aeruginosa e E. coli, reduzindo a sua agdo antimicrobiana.

Em testes realizados por Fratianni et al. (2019) indicam que a atividade metabdlica de

cepas como E. coli, S. aureus e P. aeruginosa foram inibidas em concentragdes iguais ou
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superiores a 7.0g/ml, sendo a P. aeruginosa reportada como a atividade antibacteriana menos
efetiva.

A resisténcia de bactérias Gram negativas esta principalmente relacionada a
conformacdo de sua membrana externa, na qual, restringe a permeabilidade de inUmeros
compostos antimicrobianos, como os flavonois e limoneno, que em concentragdes abaixo de
1024ug/ml do produto € incapaz de penetrar em quantidade letal para esses patdgenos,
principalmente em cepas multirresistentes, tais mecanismos sdo descritos por Cebi; Erarslan
(2023) e Thobunluepop et al. (2009).

A CIM encontrada por Adamczak; Ozarowski; Karpinski (2019) através de compostos
bioativos isolados como flavonas, narigina e quercetina foi acima de 500pg/mL, enquanto
alguns compostos ndo mostraram atividade significativa contra as espécies S. aureus e a E.
faecalis, corroborando para o resultado encontrado através do extrato sem a utilizacdo de
isolamento de substancias.

Os testes realizados por Nigam; Singh (2023) utilizando o 6leo essencial de bergamota
identificou uma CIM de 0.4mg/ml, sendo a menor concentracdo eficaz na inibicdo de cepas
como S. aureus, enquanto P. aeruginosa apresentou uma CIM de 25mg/ml, resultados que
justificam a auséncia de inibicdo em concentragdes abaixo de 1024ug/ml.

Segundo Caputo et al. (2020) o 6leo essencial de Citrus bergamia é conhecido
principalmente por compostos como limoneno, linalol e acetato de linalila. Estudos realizados
por Cebi; Erarslan (2023) apontam que esses compostos sdo abundantes em monoterpenos e
tém atividades antimicrobianas, mas sua eficacia contra bactérias Gram-negativas pode ser
limitada devido a barreiras estruturais dessas bactérias, como a presen¢a de uma membrana
externa protetora e mecanismos de resisténcia.

Além disso, o efeito antibacteriano dos terpenos, presentes nos 6leos essenciais, €
amplamente conhecido. Segundo Thobunluepop et al. (2009) esses compostos alteram a
estrutura multicamada de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios na parede celular
bacteriana, tornando a membrana citoplasmatica mais permeavel. Essa acdo promove a perda
de ions e reduz o potencial de membrana, o que afeta a bomba de prétons e esgota o pool de
ATP, levando, eventualmente, a lise celular.

De acordo com Quirino (2015) as atividades antimicrobianas do extrato e do 6leo
essencial da bergamota estdo situadas em alguns compostos, sdo o limoneno, um monoterpeno
ciclico, o linalol e o acetato de linalila, encontrados em ambos os produtos. Alguns terpenos

como mentol, timol e acetato de linalina demonstram a capacidade de afetar a permeabilidade
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da membrana bacteriana, sendo responsavel pelo extravasamento do material intracelular e

consequente morte bacteriana segundo Trombetta et al. (2002).

2.2.3 Atividade modificadora

A atividade modificadora foi realizada a partir dos resultados obtidos através da
concentracdo inibitoria minima encontrada somente para as bactérias multirresistentes, levando
em consideragdo seus mecanismos intrinsecos e a problematica no atual cenério farmacoldgico.

Os resultados encontrados grafico 1 e 2 correspondem aos aminoglicosideos (Amicacina
e gentamicina) e beta-lactamicos (Benzil penicilina e cefalotina) em conjunto com o dleo
essencial dos gomos de Citrus bergamia (OEGCB) e as cepas de escolha. J& grafico 3 e 4
correspondem aos testes utilizando o extrato etandlico liofilizado dos frutos Citrus bergamia
(EELFCB).

Grafico 1. Resultado do potencial modificador do OEGCB na atividade antibidtica de
aminoglicosideos frente as cepas de Staphylococcus aureus 10 (Multirresistente), Enterococcus
faecalis isolado clinico (Multirresistente), Pseudomonas aeruginosa isolado clinico

(Multirresistente), Escherichia coli 06 (Multirresistente).
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Fonte: Propria do autor. ANOVA bidirecional seguida pelo pos-teste de Bonferroni, usando o software GraphPad
Prism 7.0. ****p <0,0001.



13

Gréfico 2. Resultado do potencial modificador do OEGCB na atividade antibiotica de beta-
lactdmicos frente as cepas de Staphylococcus aureus 10 (Multirresistente), Enterococcus
faecalis isolado clinico (Multirresistente), Pseudomonas aeruginosa isolado clinico

(Multirresistente), Escherichia coli 06 (Multirresistente).
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Fonte: Propria do autor. ANOVA bidirecional seguida pelo pos-teste de Bonferroni, usando o software GraphPad
Prism 7.0. ****p <0,0001.

Os resultados encontrados no grafico acima indicam uma capacidade sinérgica do 6leo
essencial com os aminoglicosideos e os B-lactamicos. O 6leo essencial em conjunto com a
amicacina na concentracdo acima 512ug/ml foi capaz de inibir o crescimento bacteriano da
cepa de E. coli 06, entretanto para as outras cepas bacterinas testadas ndo houve quaisquer
atividades. De mesma maneira a gentamicina em conjunto com o 6leo essencial apresentaram
atividade sinérgica, havendo a inibicdo do crescimento bacteriano na concentracdo de
512ug/ml.

Segundo Krause et al. (2016) e Ramirez; Tolmasky (2010) os aminoglicosideos, como
amicacina e gentamicina, sdo antibioticos que inibem a sintese proteica bacteriana de forma
especifica e irreversivel. Eles se ligam a subunidade ribossomal 30S, uma parte essencial do
ribossomo, que é a maquina de producdo de proteinas da bactéria.

A atividade sinérgica pode ser explicada devido a presenca de monoterpenos que
possuem a capacidade de alterar a permeabilidade da membrana bacteriana. Essas mudancas

estruturais facilitam a entrada de antibio6ticos na célula bacteriana, potencializando o efeito dos
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aminoglicosideos, que atuam inibindo a sintese proteica nos ribossomos bacterianos como
afirma Trombetta et al. (2005).

A CIM encontrada na amostra controle para a S. aureus foi > 1024ug/ml (Benzil
penicilina), indicando resisténcia ao f-lactamico, porém ao adicionar o produto houve certa
resposta, estando acondicionado em <1024pg/ml (Benzil penicilina + OEGCB), demonstrando
acdo sinérgica frente aos mecanismos de resisténcia da cepa S. aureus utilizada. Entretanto para
a cefalotina houve uma resposta antagdnica, levando a CIM de <1024ug/ml (Cefalotina) para
> 1024pg/ml (Cefalotina + OEGCB).

A resisténciada S. aureus aos B-lactamicos como as penicilinas é bastante comum, cepas
conhecidas como MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina) ocorrem a expressao
do gene mecA, gerando uma proteina com baixa afinidade pelos 3-lactdmicos como a penicilina
e as cefalosporinas como descrito por Lee et al. (2018), justificando a CIM encontrada em
ambos os testes.

Os B-lactdmicos sdo antibidticos muito utilizados para infecgdes bacterianas, sendo
divididos em quatro grupos: Penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos.
Devido ao seu uso a resisténcia bacteriana contra essa classe € bastante difundido como citado
por Yap et al. (2014). Por consequéncia os mecanismos de resisténcia sdo comuns, sendo as f3-
lactamases o principal exemplo de resisténcia, na qual estas enzimas hidrolisam o anel B-
lactdmico essencial, tornando o antibidtico inativo de acordo com Drawz; Bonomo (2010).

A capacidade do 6leo essencial de inibir o mecanismo de resisténcia utilizado pela S.
aureus frente a penicilina G, pode ser explicado pela presenca de compostos como limoneno e
linalol, que desestabilizam a membrana bacteriana, ocorrendo desta forma uma maior
permeabilidade e acdo do antibidtico. Segundo Quirino et al. (2018), a atividade antagdnica
pode ser explicada pela disputa com os antibidticos por locais de ligacdo ou interferir nos
mecanismos de acdo, levando a uma menor eficécia.

Os resultados obtidos para os aminoglicosideos foram CIM de 1024pg/mi
(Gentamicina) para CIM de 512ug/ml (Gentamicina + OEGCB), CIM de 512ug/ml
(Amicacina) para CIM de 512ug/ml (Amicacina + OEGCB). Estes resultados indicam atividade
sinérgica do produto frente a gentamicina, podendo ser explicada pela presenca de compostos
como o limoneno que potencializa o efeito antibacteriano do antibidtico, indo de acordo com o
estudo feito por Sreepian et al. (2022) em isolados de limoneno.

Os resultados obtidos para a cepa de E. faecalis isolado clinico multirresistente frente
aos aminoglicosideos foi de > 1024pg/ml havendo a auséncia de atividade modificadora do

o0leo. Os resultados indicam alta resisténcia ao antibidtico, isso deve-se principalmente pela
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producdo de fatores que impedem a absorcdo do antibidtico e de enzimas que inativam alguns
aminoglicosideos como a gentamicina e a amicacina, como descreve Miller; Munita; Arias
(2014), além de outros mecanismos como as bombas de efluxo, que eliminam as substancias
do espaco intracelular bacteriano, corroborando para os resultados encontrados. Ja para os -
lactamicos houve atividade sinérgica, apresentado uma CIM <1024pug/ml, esse resultado pode
ter ocorrido devido a agdo de composto sobre as B-lactamases, inibindo as mesmas, assim como
também o aumento da permeabilidade da membrana na presenca de compostos como o
limoneno e o linalol.

Os antibitticos (Cefalotina, amicacina e gentamicina) em conjunto com o OEGCB
contra a cepa de P. aeruginosa ndao mostraram atividade modificadora, mantendo a mesma CIM
de 1024pg/ml (Gentamicina/ Gentamicina + OEGCB), CIM de 1024ug/ml (Cefalotina /
Cefalotina + OEGCB) e a CIM de 512ug/ml (Amicacina / Amicacina + OEGCB), enquanto
para a Penicilina G houve o efeito antagbnico, na qual pode estar relacionado as vias
bioquimicas dos compostos presentes e do antibidtico, havendo uma competicdo por sitios de
ligacdo, assim como possiveis mecanismos de resisténcia especificos para o antibidtico.

Em E. coli 06 observamos a atividade sinérgica entre os [-lactamicos e 0s
aminoglicosideo(amicacina) em conjunto com OEGCB, a CIM de >1024pg/ml(Benzil
penicilina) para 512pug/ml (Benzil penicilina + OEGCB), CIM de >1024pg/ml (Cefalotina) para
<1024pg/ml (Cefalotina + OEGCB) e CIM de >1024pg/ml (Amicacina) para 512ug/ml
(Amicacina + OEGCB), também foi evidenciado a CIM de 512ug/ml (Gentamicina) para
>512ug/ml (Gentamicina + OEGCB) revelando atividade antagonica.

Em testes realizados por Sena et al. (2024) utilizando o 6leo essencial extraido da
bergamota, foram encontrados atividade sinérgica para a Ceftriaxona (pB-lactdmico) e
Estreptomicina (Aminoglicosideo), havendo também efeito aditivo para a Eritromicina
(Macrolideo) frente as cepas de E. coli, o sinergismo encontrado nos resultados para a benzil
penicilina e a cefalotina podem ser explicados devido aos mecanismos de a¢do semelhantes dos
B-lactamicos, sendo ambos inibidores da sintese de peptidoglicano por terem alvos as proteinas
de ligacdo a penicilina como afirma Mora-Ochomogo; Lohans (2021), de forma semelhante é
possivel indicar a atividade sinérgica dos aminoglicosideos como estreptomicina e a amicacina
frente ao OEGCB, devido a pertencerem a mesma classe farmacologica.

A sinergia pode ser atribuida também a alteracdo da atividade da bomba de efluxo por
certos constituintes do 6leo essencial, mas também a capacidade do carvacrol, na qual, seu

mecanismo de agdo esté diretamente relacionado a ruptura da membrana citoplasmatica da E.
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coli, o que aumenta sua permeabilidade e despolariza seu potencial, permitindo a interagcdo do
antibidtico no meio intracelular como descreve Xu et al. (2008).

Alguns fatores como o aumento da permeabilidade da membrana podem ter interferido
na ligacdo da gentamicina ao seu local alvo ou alterar a captacdo da gentamicina na célula
bacterina, situacfes como disputa pelos sitios de acdo podem ter relacdo para a atividade

antagbnica encontrada.

Grafico 3. Resultado do potencial modificador do EELFCB na atividade antibidtica de
aminoglicosideos frente as cepas de Staphylococcus aureus 10 (Multirresistente), Enterococcus
faecalis isolado clinico (Multirresistente), Pseudomonas aeruginosa isolado clinico

(Multirresistente), Escherichia coli 06 (Multirresistente).
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Fonte: Propria do autor. ANOVA bidirecional seguida pelo pos-teste de Bonferroni, usando o software GraphPad
Prism 7.0. ****p <0,0001.
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Grafico 4. Resultado do potencial modificador do EELFCB na atividade antibiotica de beta-
lactdmicos frente as cepas de Staphylococcus aureus 10 (Multirresistente), Enterococcus
faecalis isolado clinico (Multirresistente), Pseudomonas aeruginosa isolado clinico

(Multirresistente), Escherichia coli 06 (Multirresistente).
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Fonte: Propria do autor. ANOVA bidirecional seguida pelo pos-teste de Bonferroni, usando o software GraphPad
Prism 7.0. ****p <0,0001.

Em S. aureus 10 é possivel observar os seguintes resultados, CIM de 1024ug/ml
(Gentamicina) para CIM de 512ug/ml (Gentamicina + EELFCB), CIM de 512ug/mi
(Amicacina) para CIM de >512pg/ml (Gentamicina + EELFCB), CIM de 1024pg/ml (Benzil
penicilina) para CIM de 1024pg/ml (Benzil penicilina + EELFCB) e CIM de < 1024pug/ml
(Cefalotina) para CIM de 1024ug/ml (Cefalotina + EELFCB). O sinergismo encontrado com a
utilizacdo da gentamicina pode estar relacionado a alteracdo da permeabilidade da membrana e
precipitacdo de proteinas, efeitos encontrados nos taninos como citado por Akiyama (2001),
que estdo presentes no EELFCB.

Outros resultados encontrados se ddo principalmente pelos mecanismos de resisténcia
encontrados nas cepas multirresistentes da S. aureus, como as bombas de efluxo, producdo de
[B-lactamases e expressdo do gene mecA como afirma Mlynarczyk-Bonikowska et al. (2022).
Alguns compostos presentes no EELFCB podem interferir na atividade do antibiotico

acarretando o efeito antagonico.
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Os resultados para E. faecalis indicaram auséncia de atividade modificadora,
apresentando CIM >1024pg/ml em todos os antibidticos testados, mostrando a possivel
ineficacia dos compostos em potencializar os mecanismos antibacterianos dos antibio6ticos ou
a prevaléncia dos mecanismos de resisténcia presentes nessa cepa bacteriana.

Segundo Chow (2000) a resisténcia em E. faecalis € comumente mediada por enzimas
modificadoras de aminoglicosideos, como acetiltransferases e fosfotransferases, que alteram
quimicamente o antibidtico, impedindo sua ligacdo com o ribossomo bacteriano e, assim,
inibindo a sintese proteica. De acordo com Beganovic et al. (2018) para os beta-lactamicos, o
principal mecanismo é a modificagdo da proteina ligadora de penicilina, reduzindo a afinidade
do antibiético e dificultando sua a¢do inibitdria na sintese da parede celular bacteriana.

Os resultados obtidos para P. aeruginosa indicam auséncia de atividade modificadora
para amicacina, gentamicina e Cefalotina, tendo suas respectivas CIM de 1024pg/mi
(Cefalotina / Cefalotina + EELFCB), CIM de 512pg/ml (Amicacina) para CIM de >512pg/ml
(Amicacina + EELFCB) e CIM de 1024pg/ml (Gentamicina) para CIM de 512ug/mi
(Gentamicina + EELFCB), enquanto houve atividade antagdnica para a benzil penicilina, CIM
de 512ug/ml (Benzil penicilina) para CIM de 1024ug/ml (Benzil penicilina + EELFCB).

Estes resultados indicam que os compostos presentes no EELFCB ndo apresentam
interacdo modificadora aos B-lactamicos frente a cepa utilizada, podendo ser explicada devido
aos mecanismos presentes, envolvendo fatores como baixa permeabilidade da membrana
externa, bombas de efluxo do tipo Mex e B-lactamase AmpC, as super expressdo das bombas
de efluxo pode ocorrer frente ao agressor externo como o antibidtico, como citado por
Elfadadny et al. (2024), inibindo e inativando os efeitos dos compostos, sendo a atividade
antagdnica uma possivel resposta a agressdo externa, ocorrendo a expressdo desses mecanismos
de resisténcia.

Segundo os resultados apenas a gentamicina em conjunto com o EELFCB apresentou
atividade antagoOnica, podendo ser explicada pela presenca de compostos que alteram a
permeabilidade da membrana, a auséncia de resposta dos mecanismos de resisténcia pode estar
relacionada.

A atividade modificadora apresentada na E. coli 06 € representada pelas CIM de
1024pg/ml (Amicacina) para CIM de 512pg/ml (Amicacina + EELFCB) e CIM de 1024ug/ml
(Cefalotina) para CIM de < 1024pg/ml (Cefalotina + EELFCB), apresentando também auséncia
de atividade na CIM de 1024ug/ml (Benzil penicilina / Benzil penicilina + EELFCB) e
ocorréncia de efeito antagbnico na CIM de 512ug/ml (Gentamicina) para CIM de 1024ug/ml
(Gentamicina + EELFCB).
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Houve sinergismo frente a amicacina e a cefalotina, indicando que os compostos
presentes no extrato auxiliaram para a potencializagédo do efeito bactericida, podendo estar
relacionado ao efeito desestabilizador de membrana causado pelos compostos como o
limoneno, aumentando a permeabilidade para a entrada do antibidtico.

O efeito antag0nico e a auséncia de atividade podem ser explicados devido aos diversos
mecanismos de resisténcia presentes nessa cepa bacteriana, a presenca de beta-lactamases
incluindo as enzimas da classe TEM e CTX-M, que hidrolisam antibioticos como penicilinas e
cefalosporinas, assim como a presenca de bombas de efluxo que reduzem a concentracdo do

antibidtico no ambiente intracelular, como descreve Gauba; Rahman (2023).

2.2.4 Atividade toxicoldgica

A Concentracao letal 50% (CI50) obtida a partir dos testes utilizando o EELFCB foi de
1000ug/ml, enquanto do OEGCB foi de 500ug/ml, indicando uma baixa toxicidade frente aos
microcrustaceos, tais achados podem ser justificados pela composi¢do quimica do EELFCB, na
qual é rico em flavonoides como o limoneno, compostos que possuem alta atividade
antioxidante e cito protetora como afirma Dias; Pinto; Silva (2021) e Shen et al., (2023).

De acordo com Mccarty; Borgert; Burgoon (2020) e Miickter (2003) a toxicidade nao é
uma caracteristica fixa, mas sim uma propriedade multifatorial que resulta da interacdo entre as
propriedades quimicas do composto, o organismo-alvo e as condi¢cdes ambientais especificas.

Desta maneira a sobrevivéncia das Artemias salinas pode estar atrelada aos efeitos
produzidos pelos compostos presentes em cada produto, além de compostos fendlicos ligados
a capacidade antioxidante como descrito por Sun; Shahrajabian (2023), a baixa toxicidade é
refletida pelos mecanismos protetores dos compostos que compde o extrato impedindo a acéo
de radicais livres.

De acordo com Panche; Diwan; Chandra (2016) ao reduzir o estresse oxidativo,
flavonoides minimizam o risco de danos ao DNA, prevenindo mutagdes que podem levar a
alteracdes celulares consequente apoptose.

Segundo Testa et al. (2000) compostos lipofilicos interagem de maneira distinta com
sistemas bioldgicos, enfatizando propriedades como permeabilidade, acimulo em tecidos e
interacBes moleculares especificas.

Afirma Chmiel et al. (2019) que os compostos lipofilicos possuem capacidade elevada

de permeabilidade em comparacgédo aos hidrofobicos, facilitando sua entrada em membranas
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celulares, assim como sua permanéncia no organismo devido sua alta taxa de reabsorgdo. A
diferenga na quantidade de compostos volateis e a natureza lipofilica do OEGCB, pode ter
influenciado em uma atividade toxica maior em relacdo ao EELFCB.

De acordo com Melliou et al. (2009) o acetato de linalila e o y-terpineno foram os
constituintes dos 6leos que conferem a maior parte da sua toxicidade, destacando também a
diferenga das concentracdes dos compostos a partir do método de extracdo do 6leo essencial.

A presenca de compostos de natureza antioxidante como polifendis e flavonoides como
afirma Bava et al. (2023), desempenhando um papel cito protetor na captura de espécies reativas
de oxigénio, reduzindo o estresse oxidativo, tais compostos sdo encontrados em baixa
quantidade ou ausentes em produtos como o OEGCB, de acordo com Aziz et al. (2018) e
Cordeiro et al. (2024), justificando a CI50 menor encontrada no OEGCB, causando uma maior

toxicidade e afetando os organismos aquaticos levando a morte celular.

3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo ressalta o grande potencial da bergamota (Citrus bergamia) como
uma alternativa natural no enfrentamento de bactérias multirresistentes. Seus derivados,
incluindo o 6leo essencial (OECB) e o extrato liofilizado (EELFCB), mostraram capacidade de
sinergia significativa com antibioticos, especialmente aminoglicosideos e B-lactdmicos. Essas
combinagbes permitiram a reducdo da concentracdo necessaria de alguns medicamentos para
inibir o crescimento bacteriano, demonstrando o papel ativo da bergamota na potencializacédo
da eficécia terapéutica.

A composicdo quimica da bergamota, rica em compostos bioativos como limoneno e
flavonoides, foi determinante para esses efeitos positivos. Esses compostos alteram a
permeabilidade da membrana das bactérias e auxiliam na superacdo de alguns mecanismos de
resisténcia, reforcando a aplicabilidade da bergamota como uma ferramenta de apoio na terapia
antimicrobiana. Além disso, sua baixa toxicidade confere seguranca ao uso em diferentes areas,
ampliando seu potencial de aplicacéo.

Embora tenham sido observados efeitos antagdnicos em algumas interagGes, como com
determinados B-lactamicos, esses resultados ndo diminuem a relevéancia da bergamota, mas sim
indicam a necessidade de investigagdes mais aprofundadas. Estudos futuros devem explorar
com maior detalhe os mecanismos moleculares envolvidos, buscando maximizar os beneficios

e minimizar possiveis limitagdes.
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Diante do crescente desafio da resisténcia bacteriana, a bergamota demonstra potencial
como um complemento em estratégias antimicrobianas, especialmente em combina¢@es com
antibioticos. No entanto, é fundamental que estudos futuros avaliem com mais profundidade
suas interacfes quimicas e 0s mecanismos de acdo envolvidos, além de determinar condicGes
especificas para sua aplicacdo pratica. Embora promissora, sua utilizagdo ainda requer cautela
e validacgdo cientifica adicional antes de ser amplamente adotada em terapias clinicas ou outras

areas.
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