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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do citral, linalol e quatro
antimicrobianos (ampicilina, gentamicina, linezolida e vancomicina) frente a dez cepas de
Enterococcus faecalis cujo fenotipo de resisténcia fora previamente determinado pelo método
de difusdo em disco. Quatro cepas de Enterococcus faecalis (EF 07, EF 11, EF 13 e ATCC
51299) apresentaram resisténcia a vancomicina e foram selecionadas para o estudo de interacao
entre o citral e os quatros antimicrobianos o qual foi realizado pelo método checkerboard. Os
critérios utilizados para avaliar a atividade sinérgica foram definidos pelo indice de
Concentracdo Inibitéria Fracionada (FIC index). O citral foi o mais eficaz frente as cepas de
Enterococcus faecalis avaliadas quando comparado ao linalol. Os valores do FIC index
variaram de 0,5 a 0,125 sugerindo uma interacdo sinérgica para todas as associacfes exceto
com gentamicina a qual se mostrou indiferente. Este estudo demonstrou que o citral associado
a vancomicina foi capaz de reduzir os valores da concentragdo inibitéria minima deste ultimo
em 93,75%. Antimicrobianos beta lactdmicos e glicopeptideos agem sinergicamente quando
associados ao citral inibindo cepas de Enterococcus faecalis multirresistentes.

Palavras-chave: Terpenos. Citral. VRE. Concentracédo Inibitoria Fracionada (FIC Index).



ABSTRACT

The purpose of this work has been to evaluate the antimicrobial activity of citral, linalol and
four antimicrobials (ampicillin, gentamicin, vancomycin and linezolid) against ten
Enterococcus faecalis strains whose resistance phenotype was previously determined by disc
diffusion method. Four Enterococcus faecalis strains (EF 07, EF 11, EF 13 e ATCC 51299)
present resistance to vancomycin, and they were selected to the interaction study between the
citral and the four antimicrobials which was realized by checkerboard method. The criteria used
to evaluate the synergistic activity were defined by fractional inhibitory concentration index
(FIC index). The citral was the most effective against the Enterococcus faecalis strains
evaluated when it was compared to linalol. The value of FIC index ranged from 0.5 to 0.125
suggesting a synergistic interaction to all associations except with gentamicin which showed
indifferent. This study has demonstrated that the citral associated with vancomycin was able to
reduce the values of the minimum inhibitory concentration of this latter in 93.75%. Beta lactam
antimicrobials and glycopeptides act synergistically when combined with citral inhibiting
multidrug-resistant Enterococcus faecalis strains.

Key-words: Terpene. Citral. VRE. Fractional Inhibitory Concentration (FIC Index).
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1. INTRODUCAO

Os Enterococos estdo entre microrganismos que causam serias infecgdes nosocomiais,
especialmente em unidades de terapia intensiva (HANIN et al., 2010; REFFUVEILLE et al.,
2011; TYNE, VAN, MARTIN e GILMORE, 2013). Consistem em bactérias Gram-positivas
que habitam o trato intestinal de humanos e animais.

A espécie mais frequentemente isolada, Enterococcus faecalis € responsavel por
infeccbes no trato urinario, infecgdes intra-abdominais, pélvicas, endocardites, meningites
neonatais, infec¢des dérmicas, bacteremias e sepcemias, comportando-se como microrganismo
oportunista em infec¢des hospitalares (LOURENCO et al., 2011).

Enterococos faecalis é caracterizado por apresentar resisténcia intrinseca ou adquirida
via plasmideos ou transposons, a uma grande quantidade de agentes antimicrobianos
(JARZEMBOWSKI, JO e WIS, 2010). Estes microrganismos podem ser resistentes aos -
lactdmicos, clindamicina, trimetoprim, quinolonas, glicopeptideos e aos aminoglicosideos
(FRENCH, 1998).

Um surto de infeccBes causadas por enterococos resistentes a vancomicina (VRE),
droga de escolha para o género, foi relatado pela primeira vez em 1988 e evidéncias do
mecanismo de resisténcia mediado por plasmideo foi demonstrado logo ap6s (LECLERCQ et
al., 1989). Os VRE sdo um desafio terapéutico na clinica médica, pois suas infecces estdo
associadas a alta morbidade, altas taxas de mortalidade e um excessivo custo para 0s sistemas
de satde ( KOBAYASHI et al., 2011).

Os enterococos com altos niveis de resisténcia aos aminoglicosideos, aos s-lactdmicos
e a linezolida também sdo responsaveis por diversos surtos de infeccbes hospitalares,
aumentando ainda mais a preocupacdo dos orgdos de vigilancia epidemiolégica sobre as
limitadas opcdes para a terapéutica (KOBAYASHI et al., 2011; KAINER et al., 2007).

Contando com uma grande biodiversidade, o Brasil representa uma das maiores fontes
para a descoberta de novas drogas de origem natural. Plantas e seus 0leos essenciais sdo fontes
potencialmente Uteis de compostos antimicrobianos. A utilizacdo de metabdlitos secundarios
oriundos de plantas com atividade antimicrobiana auxiliando as terapéuticas convencionais
vem sendo estudado como uma alternativa para o tratamento das infec¢fes e diminuicdo da
resisténcia microbiana aos antibidticos (FADLI et. al, 2012).

Os terpenos sdao metabolitos secundarios das plantas superiores. Sdo hidrocarbonetos
produzidos pela combinagdo de vérias unidades de isopreno (CsHs) e denominados pela

quantidade de carbonos em: monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
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triterpenos (C30) e seus derivados terpendides (com um ou mais grupos funcionais)
(ZWENGER e BASU, 2008).

Os monoterpenos sdao amplamente estudados devido a suas acdes sobre bactérias,
fungos, virus e protozoarios (SANTOS et al., 2011). Podem ser encontrados em ervas
aromaticas, frutas e flores, sendo responsaveis pelo aroma e prote¢do contra predadores (CHEN
etal., 2011; ECHEVERRIGARAY et al., 2008).

Fazendo parte da constituicdo de diversos 6leos essenciais, especialmente em frutas
citricas (MUTHAIYAN et al., 2012), os monoterpenos, citral e linalool, apresentam atividade
antimicrobianos contra espécies de enterococos e outros géneros de bactérias Gram-positivas
(AIEMSAARD et al., 2011; FISHER e PHILLIPS, 2006; HENDRY et al., 2009; VUUREN e
VILJOEN, 2007) e possuem baixa citotoxicidade (RABBANI, DEVI e ZAHRA, 2005).

A interacdo de metabdlitos secundarios com agentes antimicrobianos é uma das
maneiras de inibir os mecanismos de resisténcia bacteriana (FADLI, SAAD, SAYADI,
CHEVALIER, MEZRIOUI, N., et al., 2012). A associacdo entre as diversas substancias
quimicas pode induzir efeitos sinérgicos, indiferentes ou antagbnicos e testes que avaliem a
eficacia da inibicdo do crescimento microbiano sdo essenciais para avaliacdo farmacodinamica
de possiveis farmacos utilizados isoladamente ou associados (D’ ARRIGO et al., 2010).

Diante do que foi exposto, este trabalho teve por objetivo a avaliagdo da atividade
antimicrobiana do citral e linalol, e o estudo da interacdo entre o citral com agentes

antimicrobianos convencionais frente a cepas multirresistentes de Enterococcus faecalis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a atividade antimicrobiana do citral e linalol e a interagéo da associacéo de citral

com agentes antimicrobianos frente a cepas de Enterococcus faecalis multidroga resistentes.

2.2 Objetivos especificos:

» Determinar a atividade antimicrobiana através da concentracdo minima inibitoria (C1M)
e concentracdo bactericida minima (CBM) da associacdo dos monoterpenos Citral e
Linalol e os seguintes agentes antimicrobianos: ampicilina; gentamicina, linezolida e

vancomicina frente a 10 cepas de Enterococcus faecalis multidroga resistentes;

» Auvaliar o tipo de interacdo entre o Citral e Vancomicina, Ampicilina e Gentamicina
frente a quatro cepas de Enterococcus faecalis mais resistentes a agentes

antimicrobianos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Microbiologia dos enterococos

Pertencentes a familia Enterococcaceae, 0 género Enterococcus possui mais de 40
diferentes espécies (TYNE, VAN, MARTIN e GILMORE, 2013). Os enterococos fazem parte
do grupo das bactérias Gram-positivas, identificados por testes bioquimicos, como bactérias
anaerdbicas facultativas, catalase negativa, oxidase negativa e produtoras de &cido latico. Sdo
micro-organismos ndo esporulados que se apresenta em colonias pequenas, amarelas, com 0,5
a 1 mm de didmetro e cujo arranjo em microscopia apds coloracdo de Gram apresentam-se
isoladas, aos pares ou em cadeias curtas (MURRAY, 1990).

O nome enterococos foi sugerido por Thiercelin no ano de 1899 como referéncia a sua
origem intestinal (THIERCELIN et. al, 1988). Anteriormente classificados como pertencentes
ao género Streptococcus, 0s enterococos s6 foram diferenciados de outras espécies do género
apos a classificacdo soroldgica de Streptococcus, proposta por Rebecca Lancefield em 1933.
Esta classificacdo esta baseada na composicdo dos antigenos bacterianos, mais precisamente
poliosideos C presentes na parede celular. Desta forma os enterococos foram classificados
como positivos para o antissoro do grupo D devido ao seu antigeno Acido Teicdico, que é
associado a membrana plasmatica, diferenciando-os de outras espécies da familia. Sherman
entdo, em 1937, criou um sistema para a classificacdo que dividiu os Streptococcus em quatro
grupos, lacticos, viridans, piogénicos e enterococos (SHERMAN, 1937). S6 em 1984, os
enterococos foram oficialmente reconhecidos como género a parte, ap6s estudos genéticos
demonstrarem uma relacdo distante com os estreptococos (MURRAY, 1990).

Os enterococos tém como principais caracteristicas a capacidade de crescimento em
condicdes de estresses e ambientais adversas, tais como, em temperaturas de 10° C a 45° C,
podendo também sobreviver a temperaturas elevadas (60° C durante 30 min), resistem a pH de
9,6 e em altas concentracdes de sais (6,5% de NaCl) e sais biliares (40%), o que os torna
distintos de outros géneros principalmente Streptococcus (LINDENSTRAUSS et al., 2013;
MURRAY, 1990; TIAN et al., 2013). Eles Possuem a capacidade de hidrolisar a o L-
pirrolidonil-p-naftilamida (PYR) e hidolisar a esculina em esculetina, principais testes para sua
identificacdo (MURRAY, 1990; SHERMAN, 1937). Apesar de ndo reagirem positivamente
para a prova da enzima citocromo-oxidase, podem se mostrar positivo para a prova da presenca
da catalase pela producdo de uma pseudo catalase que se caracteriza uma ligeira liberacdo de

oxigénio quando a coldnia é colocada em contato com o perdxido de hidrogénio (MURRAY,
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1990). Quanto & hemolise em &gar sangue, 0 comportamento dos enterococos € variével,
podendo ser a, B hemoliticos ou nao hemoliticos (FURTADO, 2011).

Enterococos sdo bactérias comuns, de baixa viruléncia e podem ser encontradas
habitando comensalmente o trato gastrointestinal, cavidade oral e vaginal de humanos e
animais. Sao os principais cocos Gram-positivos da microbiota intestinal humana, chegando a
ser isolados em concentracdes de 10° a 10’ CFU por grama de fezes (TYNE, VAN, MARTIN
e GILMORE, 2013). Sdo também isolados de plantas, agua e solos por contaminacéo de fezes
(REFFUVEILLE et al., 2012; SUN et al., 2012), podendo também serem encontrados em
alimentos (principalmente em produtos lacteos e carnes) (MAISNIER-PATIN, FORNI e
RICHARD, 1996).

3.2 Enterococcus faecalis

E. faecalis € a espécie mais encontrada em humanos seguida por E. faecium e
corresponde a 80% das infec¢des nosocomiais por enterococos (REFFUVEILLE et al., 2011).

E.faecalis fermenta manitol, sucrose, sorbitol e hidrolisa a esculina e cresce em agar
telurito de sddio-sangue produzindo coldnias negras. Sua parede celular contém uma grande
quantidade de &cido peptideoglicano e acido teicoico (MURRAY, 1990).

O interesse nos estudos com a espécie E. faecalis surgiu pelo fato de esta possuir varios
plasmideos, podendo alguns serem transferidos por conjugacédo a outras bactérias. Conjugacao
é um importante mecanismo de transferéncia genética horizontal em cocos Gram-positivos e 0s
genes transferidos frequentemente incluem os determinantes de resisténcia a antibidticos e
fatores de viruléncia (DUNNY et. al., 1995). Este fato levou a considerar esta espécie como
reservatorios de plasmideos (B@HLE et al., 2011).

3.3 Infeccdes Nosocomiais

As fontes de infeccdo nosocomial causadas por enterococos sao resumidas em duas: a
causada por enterococos presentes no trato gastrointestinal do préprio paciente e a adquirida
por contaminagdo do ambiente hospitalar.

E. faecalis podem sobreviver por longos periodos em superficies, como equipamentos
médicos, camas e maganetas devido principalmente a sua capacidade de tolerancia a calor, cloro
e algumas solugdes de alcool etilico, aumentando desta forma a sua capacidade de
disseminacdo (ARIAS e MURRAY, 2012).
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Embora ndo seja considerado particularmente virulento, nas dltimas duas décadas vém
se isolando cepas com potencial para causar infeccdes hospitalares pois se comportam como
patdgenos oportunistas principalmente em pacientes imunodeprimidos (RIGOTTIER-GOIS et
al., 2011). Doencas ou as condi¢cbes de saude do paciente como neutropenia, quimioterapia
antineoplasica, utilizacdo de medicamentos imunossupressores sdo fatores de risco para
infeccdes invasivas por enterococos (GEISS-LIEBISCH et al., 2012; RIGOTTIER-GOIS et al.,
2011).

O primeiro caso de infeccao causada por E. faecalis foi reportada em 1899 e atualmente
sdo considerados o terceiro grupo de bactérias mais encontradas em infec¢cdes nosocomiais em
todo o mundo, ficando atras das Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
correspondendo a 12% de todas as infecces. E o segundo micro-organismo mais encontrado
em infeccBes hospitalares nos Estados Unidos e o quarto na Europa, porém estudos
epidemioldgicos sobre a sua prevaléncia nos hospitais brasileiros e sua relagdo com as infeccbes
hospitalares ainda sdo escassas (ARIAS e MURRAY, 2012; HOLLENBECK e RICE, 2012,
LOURENCO et al., 2011; RIGOTTIER-GOIS et al., 2011; TYNE, VAN, MARTIN e
GILMORE, 2013).

Hoje se sabe que a espécie Enterococcus faecalis pode ser responséavel por diversos
tipos de infeccGes como: septicemia, endocardite, meningites, infeccbes em feridas e infecgdes
no trato urinério (AL-ABBAS, 2012; THEILACKER et al., 2012). E. faecalis é o agente causal
de endocardite infecciosa (El), uma condi¢do grave cuja taxa de mortalidade de até 20%.
(ARIAS e MURRAY, 2012; JOHANSSON e RASMUSSEN, 2013). E. faecalis é o
enterococos mais comumente isolado, seguido pelo E. faecium, e é responsavel por cerca de
60% das bacteremias causadas por espécies de enterococos (B@HLE et al., 2011).

Meningites enterocdccicas sdo raras, porém possuem uma alta taxa de mortalidade,
atingindo 21% dos casos, as quais sdo agravadas pois as cepas apresentam resisténcia a terapia
antimicrobiana (PEPPOLONI et al., 2011). E. faecalis estdo séo frequentemente encontrados
em 32%-77% nas lesbes em canais perirradiculares apds tratamentos do canal dentarios

podendo levar a infecgdes persistentes e de progndstico complicado (QUAH et al., 2012).
3.4 Patogenia
Muitos fatores intrinsecos ao microrganismo determinam a viruléncia dos enterococos,

se iniciando por sua capacidade de colonizar e interagir com células e proteinas do trato

gastrointestinal e por isso terem a capacidade de invadir sitios extra intestinais e causarem
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infeccbes (FISHER e PHILLIPS, 2009; GIRIDHARA UPADHYAYA, RAVIKUMAR e
UMAPATHY, 2009).

Fazendo parte de sua estrutura celular e atuando na viruléncia dos E. faecalis, destacam-
se as proteinas de superficie, também conhecidas como lipoproteinas, as quais estdo envolvidas
no processo de adesdo da célula, na sinalizacdo célula-célula, nas intera¢cbes com o sistema
imunolégico do hospedeiro, no sinalizacdo dos fatores ambientais na protecdo contra fatores
ambientais.

Os acidos teicoicos estdo envolvidos na fixacdo com os receptores da célula do
hospedeiro, formacdo de biofilme, resisténcia a peptideos antimicrobianos e também
envolvidos inducdo da formacdo de abcessos; o acido lipoteicoico estimula a liberacdo de
mediadores pelos leucécitos responsaveis por varias fases do processo inflamatoério; o
antigeno polissacaridico de Enterococcus spp. presente na parede celular, possui uma forte
semelhanga com os antigenos de outros estreptococos e estudos sugerem que eles atuam
durante a adesdo e invasédo nos tecidos do hospedeiro, na formacao de biofilmes e na resisténcia
a fagocitose e a capsula de polissacarideos que protege 0 micro-organismo contra o ataque por
células do sistema imunologico do hospedeiro (BAHLE et al., 2011; CASADEVALL e
PIROFSKI, 2009; GEISS-LIEBISCH et al., 2012; THEILACKER et al., 2012; TIAN et al.,
2013).

E. faecalis também podem secretar diversas substancias que atuam na sua viruléncia,
destacando-se: a citolisina, também denominada de estreptolisina, que séo toxinas hemoliticas
de células sanguineas de humanos as quais podem atuar também como bacteriocinas;
Hialuronidase, substancia que facilita a propagacdo das bactérias e suas toxinas através do
tecido do hospedeiro e atuam no &cido hialurénico causando danos nos tecidos; Gelatinase,
enzima capaz de hidrolisar a gelatina, colageno, caseina, hemoglobina e outros peptideos;
Serina protease, responsavel por causar danos nos tecidos; Substancia de agregacéo, envolvida
na formacdo de agregados na conjugacdo bacteriana; Beta-hemolisina, uma proteina citolitica
capaz de lizar eritrocitos humanos, de cavalos e coelhos, sendo ela uma das principais
responsaveis pelo agravamento das infeccbes (BYHLE et al., 2011; GIRIDHARA
UPADHYAYA, RAVIKUMAR e UMAPATHY, 2009; THURLOW et al., 2010)

Um mecanismo de viruléncia muito importante é a formacéo de biofilme, cuja definicéo
corresponde a um denso agregado de micro-organismos revestidos por uma matriz de
biopolimeros: polissacarideos, poli peptideos, lipideos e é&cidos nucleicos. As células
bacterianas no estado de biofilme podem demonstrar resisténcia extremamente elevada para a

maioria dos agentes antimicrobianos. Esta resisténcia pode estar relacionada fisicamente a
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prépria matriz ou uma funcdo de genes que sdo expressospara codificar proteinas implicadas
na resisténcia da célula (BARNES, BALLERING e LEIBMAN, 2012). Biofilmes s&o
essenciais no processo patogénico de E. faecalis em doencas como endocardites bacterianas,
alguns tipos de nefro-litiases, fibrose cistica e caries (CASADEVALL e PIROFSKI, 2009;
FISHER e PHILLIPS, 2009).

3.5 Resisténcia a antibioticos

Desde os anos 1960, as infecgdes enterocdcicas nosocomiais tornaram-se preocupantes
para saude publica pois as cepas isoladas demonstravam um perfil de resisténcia aos
antibidticos (TYNE, VAN, MARTIN e GILMORE, 2013). Ao longo do tempo os enterococos
vém tornando-se uma das mais frequentes bactérias isoladas nos ambientes hospitalares e isso
se deve, principalmente por apresentarem resisténcia intrinseca a diversos grupos de agentes
antimicrobianos e a abundancia de elementos moveis (plasmideos e transposons) em E. faecalis
que provavelmente contribuem para a acumulacdo de viruléncia e o surgimento de resisténcia
adrogas (BOHLE etal., 2011; PALMER et al., 2011).

3.5.1 Resisténcia Intrinseca

Uma das caracteristicas marcantes dos enterococos é a sua resisténcia natural a diversos
antibidticos utilizados rotineiramente na clinica contra cocos Gram-positivos. Esta resisténcia
esta diretamente ligada a genes localizados no cromossoma. Isto leva esses micro-organismos
a serem naturalmente resistente a - lactamicos, cefalosporinas, sulfonamidas, clidamicina e
aminoglicosideos (MURRAY, 1990).

A resisténcia aos B-lactdmicos esta implicada com a superproducdo da proteina de
ligacdo a penicilina (PLP) que leva a obter Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) maiores
para essa droga em enterococos quando comparados a outros organismos Gram-positivos. E.
faecalis pode adquirir maior resisténcia aos -lactamicos através da aquisicdo de S-lactamases
oriunda de outras bactérias (HOLLENBECK e RICE, 2012; WOODFORD e LIVERMORE,
2009).

Os aminoglicosideos atuam pela inibicdo da sintese de proteinas ribossomal e é a sua
incapacidade de entrar na bactéria que lhe confere a baixa atividade em baixas concentragdes
da droga (HOLLENBECK e RICE, 2012).
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3.5.2 Resisténcia adquirida

No tratamento de infecgdes enterococicas a terapia de escolha é feita frequentemente
através do uso de vancomicina e em casos de graves infeccdes, através da combinacéo sinérgica
de agentes ativos na parede celular (glicopepitideos, principalmente vancomicina, e beta-
lactdmicos) com aminoglicosideos (geralmente, gentamicina) (ARIAS et al., 2007;
GIRIDHARA UPADHYAYA, RAVIKUMAR e UMAPATHY, 2009; WOODFORD e
LIVERMORE, 2009). Entretanto, o que gera grande preocupacao € o fato de que os E. faecalis
também possuem a capacidade de adquirir rapida resisténcia através de genes localizados em
plasmideos, transposons e através de troca cromossdmica e mutacdes, levando a um grande
desafio para medidas terapéuticas e se tornando a mais importante forma de patogenia da
espécie  (RATHNAYAKE, HARGREAVES e HUYGENS, 2011; TREMBLAY e
ARCHAMBAULT, 2013). Os genes de resisténcia a drogas constituem mais de 25% dos
elementos maveis, refletindo assim uma acumulacéo desenfreada de elementos de resisténcia
de drogas e fatores de viruléncia (TYNE, VAN, MARTIN e GILMORE, 2013). Por estarem
presentes no trato gastrointestinal, aumentam ainda mais a possibilidade de receberem genes de
resisténcia de outros micro-organismos, podendo posteriormente ser reservatorios de tais genes
para outras bactérias mais patogénicas (HEGSTAD et al., 2010). Através da cadeia alimentar,
enterococos resistentes a antimicrobianos também podem transmitidos aos seres humanos
através do gado e produtos alimentares derivados (JAMET et al., 2012).

Primeiro relatados na Europa em 1987, cepas de enterococos resistentes a vancomicina
(ERV) tém recebido atencao crescente desde o final dos anos 1980, quando um rapido aumento
nos nimeros de infec¢Bes nosocomiais foi relatado nos Estados Unidos. A bactéria se espalhou
pelo mundo, causando surtos de infeccdo hospitalar por colonizacdo de enterococos (TITZE-
DE-ALMEIDA et al., 2004). Dos sete fenétipos (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG e
VanL) associados a resisténcia a Vancomicina, os fen6tipos VanA e VanB sdo 0s mais
relevantes clinicamente devido a capacidade de transferéncia genética entre espécies e géneros
e por provocarem alto grau de resisténcia a droga, sendo ambos mais encontrados em E.
faecalis. A teicoplamina é outro fa&rmaco glicopeptideo que exibe muitas semelhangas com a
Vancomicina, onde o0s enterococos VanA sdo resistentes a teicoplamina e os fenétipos VanB e
VanC so suscetiveis a este farmaco (BATISTAO et al., 2012; FURTADO, 2011).

Em aminoglicosideos temos como exemplo o principal mecanismo de resisténcia a
gentamicina, que ocorre mais freqiientemente atraves da aquisicdo de um gene (APH(2")-la-

AAC(6'-le) que modifica a gentamicina, a tonando ndo mais capaz de se ligar ao seu alvo na
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subunidade ribossomica 30S e assim perdendo sua atividade antibacteriana (HOLLENBECK e
RICE, 2012).

A partir do ano 2000, cepas ERV se mostravam sensiveis para o tratamento mais recente,
através do inibidor de sintese proteica, Linezolida. Quadro este que ja vem mudando com a
descoberta cada vez mais de cepas resistentes a essa droga (GIRIDHARA UPADHYAYA,
RAVIKUMAR e UMAPATHY, 2009; KAINER et al., 2007).

Resisténcia ao cloranfenicol, eritromicina, niveis elevados de clindamicina, tetraciclina
e fluoroquinolonas sdo também exemplos de resisténcia adquirida por esses micro-organismos
(RATHNAYAKE, HARGREAVES e HUYGENS, 2011).

Cada vez mais a literatura descreve casos de cepas multirresistente as principais formas
de tratamento aumentando a taxa de mortalidade em unidades de terapia intensiva, fazendo-se,
assim, urgente a descobertas de novas drogas contra essas graves infeccdes (LOURENCO et
al., 2011).

3.6 Terpenos

Uma grande diversidade estrutural de terpenos pode ser encontrada em bactérias,
fungos, algas, plantas (em abundancia em dleos essenciais, resinas e ceras latex) e alguns
animais (principalmente insetos e organismos marinhos) sendo responsaveis pelo aroma e
protecdo contra predadores (GONZALEZ-BURGOS e GOMEZ-SERRANILLOS, 2012).

Os 6leos essenciais sdo substancias volateis e perfumadas com uma consisténcia oleosa,
tipicamente biossintetisados pelas plantas. Eles podem ser liquidos a temperatura ambiente,
embora alguns deles sejam solidos ou de consisténcia resinosa. Os 6leos essenciais incluem
principalmente dois grupos biossinteticamente relacionados: o principal grupo incluem
terpenos e terpendides e 0 outro 0s de componentes aromaticos e alifaticos, todos caracterizados
por baixo peso molecular (BASSOLE; JULIANI, 2012).

Estruturalmente os terpenos sdo derivados de uma molécula de hidrocarboneto simples
contendo 5 carbonos, o isopreno (2-metil-1,3-butadieno), e podem apresentar-se como
monoterpenos (Cio), sesquisterpenos (Cis), diterpenos (Cz), e triterpenos (Cso),
tetraterpenos(Cao) e politerpenos (Csn) (ZWENGER e BASU, 2008).

A producgdo de unidades de isopreno se da através de duas vias independentes nas
plantas. A via do &cido meval6nico, onde a producdo ocorre nas bactérias, fungos, mamiferos
e no citosol das plantas, neste tltimo ocorrera a formag&o de sesquiterpenos e seus derivados e

a via do fosfato deoxi xilose/metileritritol (DOXP/MEP) que se da atraves do uso do piruvato
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e gliceraldeido-3-fosfato, como os precursores iniciais. Esta ultima é detectada em vérias algas
verdes, alguns parasitas, algumas bactérias e em plantas superiores, onde, nos plastideos, o0s
precursores de monoterpenos (Cio) e seus derivados sdo produzidos (CHEN et al., 2011,
GONZALEZ-BURGOS e GOMEZ-SERRANILLOS, 2012).

Ap0s sofrerem alteragdes em sua estrutura e serem acrescidos de oxigénio, os terpenos
podem ser transformados em compostos oxigenados como &lcoois, aldeidos, cetonas e
epoxidos, passando a serem classificados como terpendides. Apresentam estruturas ciclicas ou
aciclicas que resultam de reacfes na cadeia nos isoprenoides como reducdes, oxidacdes,
ciclizagOes, quebras do anel ou rearranjo (MENDANHA et al., 2013; SANTOS et al., 2011).

O baixo peso molecular, a natureza lipofilica dos numerosos monoterpenos, combinada
com a grande variedade estrutural, representam o seu papel como transportadores de
informacdes quimicas (AJIKUMAR et al., 2008).

Terpenos e terpendides possuem propriedades antioxidantes, anticancerigena, anti-
espasmadica, hipotensora e vasorelaxante e também sdo ativos contra bactérias, fungos, virus
e protozoarios (ECHEVERRIGARAY et al., 2008a; GONZALEZ-BURGOS e GOMEZ-
SERRANILLOS, 2012; SANTOS et al., 2011).

A acdo antibacteriana dos terpenos nao esta totalmente elucidada, mas é sugerido que
envolva modificagBes na integridade e funcionamento da membrana citoplasmatica resultando
em alterages na permeabilidade, extravasamento do material intracelular, inibicdo da cadeia
respiratoria, sendo essas acdes provavelmente ligadas as suas caracteristicas lipofilicas
(AJIKUMAR etal., 2008; ECHEVERRIGARAY etal., 2008; GREAY; HAMMER, 2011). Em
alguns casos agem pela bloqueio na expressdo de genes que codificam os fatores de viruléncia
e expressdo de proteinas citoplasmaticas e de membrana (DI PASQUA ET AL., 2010; QIUET
AL., 2011).

3.6.1 Citral e Linalol

Citral e Linalol sdo dois monoterpenos que estdo presentes na composi¢do de folhas e
frutos de varias espécies de plantas. Citral e Linalol estdo presentes principalmente em frutos
citricos (limdes, limas, laranjas) e em ervas (manjericdo, coentro e lavanda) (BELLETTI et al.,
2010a).

Possuindo um forte aroma citrico, citral é usado como aromatizante e agente de

fragrancia em alimentos e cosméticos (RESS et al., 2003).
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O citral € um aldeido a- aciclico, B-insaturado tem nomenclatura quimica 2,6-octadienal,
3,7-dimetil e férmula quimica CioH16O. Corresponde a uma mistura de dois isdbmeros
geomeétricos, neral (conformacao cis) e Geranial (conformacdo trans). Possui ponto de fuséo <
-10 °C e ponto de ebuli¢do 226-228 °C e peso molecular de 152.24 g/mol.

Estudos deste produto mostraram que sua toxicidade aguda é baixa em roedores, cujos
valores de DLso quando administrados oralmente ou topicamente foram superiores a 1.000
mg/kg. (BELLETTI et al., 2010a; RESS et al., 2003; WOLKEN, HAVE, TEN e WERF, VAN
DER, 2000).

Linalol € um monoterpeno alcodlico comumente utilizado nas industrias de alimentos e
cosmeéticos principalmente em perfumes (BELLETT]I et al., 2010b; SANTOS et al., 2011).

Possui nomenclatura quimica 3,7-dimetilocta-1,6-dien-3-ol e formula quimica C1oH1sO.
Possui ponto de fusdo < 20 °C e ponto de ebulicdo entre 198 — 199 °C e peso molecular de
154.24 g/mol.

Figura 1. Estrutura quimica do Citral (A) e Linalol (B)
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Em estudos com 6leos essenciais e vapores de monoterpenos foi observado que o citral
e o linalol apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas de S. aureus como também
conseguiram inibir o crescimento de cepas de Escherichia coli, contrariando os estudos que
demonstram a baixa atividade de monoterpenos frente a bactérias Gram negativas (FISHER e
PHILLIPS, 2006). Citral e Linalol sdo um dos principais constituintes de 6leos essenciais com
atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis (FISHER e PHILLIPS, 2009; PANT et
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al., 2012). Quanto a atividade do linalol este se mostrou ativo contra bactérias cariogénicas
(LIM et al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepas de Enterococcus faecalis

Neste trabalho foram utilizados Enterococcus faecalis (n=09), mantidos no Laboratorio
de Fisiologia de Microrganismos e identificacbes sob a seguinte numeragdo: LFBM EF 03,
LFBM EF 06, LFBM EF 07, LFBM EF 09, LFBM EF 11, LFBM EF 12, LFBM EF 13, LFBM
EF 14, LFBM EF 15. Estas cepas foram isoladas de pacientes hospitalizados de hemocultura e
possuem o fendtipo de resisténcia a diversos agentes antimicrobianos (Tabela 1).

Enterococcus faecalis ATCC 29212 (sensivel a vancomicina, ampicilina e altos niveis
de aminoglicosideos) e Enterococcus faecalis ATCC 5129 (resistente a vancomicina e

aminoglicosideos) foram incluidas neste estudo como microrganismos padréao

Tabela 1 - Origem e susceptibilidade das cepas Enterococcus faecalis multirresistentes

utilizados na determinacdo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM)

Enterococcus faecalis Origem Fendtipo de resisténcia

LFBM EF 03 Sangue PEN, IPM, CIP, APS, ERI, VAN
LFBM EF 06 Sangue PEN, IPM, CIP, APS, ERI, VAN
LFBM EF 07 Sangue PEN, IPM, CIP, APS, ERI, VAN
LFBM EF 09 Sangue PEN, IPM, CIP, APS, ERI, VAN, TET
LFBM EF 11 Sangue PEN, IPM, CIP, APS, ERI, VAN
LFBM EF 12 Sangue PEN, IPM, CIP, APS, ERI, VAN, TET
LFBM EF 13 Sangue PEN, IPM, CIP, APS, ERI, VAN
LFBM EF 14 Sangue PEN, IPM, CIP, APS, ERI, VAN, TET
LFBM EF 15 Sangue PEN, IPM, CIP, APS, ERI, VAN, TET
ATCC 29212 Sangue -

ATCC 51299 Sangue -

Fendtipo de resisténcia realizado previamente através da técnica de difusdo em disco/Agar de Mueller
Hinton. LFBM EF: Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos Enterococcus faecalis.
ATCC: American Type Culture Collection. AMP: Ampicilina; CIP: Ciprofloxacina ERI: Eritromicina;
GEN: Gentamicina; IPM: Imipenem; VAN: Vancomicina; TET: Tetraciclina
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4.2 Cultura, manutencéo e padronizagdo do inoculo

As cepas de E. faecalis foram mantidas em agar Mueller-Hinton sob éleo mineral. Para
reativacdo, estas culturas foram transferidas para tubos contendo caldo Mueller-Hinton e
incubadas a 35°C por 18 horas. Essas culturas foram diluidas e sua turbidez comparada ao tubo
0,5 da escala de MacFarland, o que corresponde a 108 UFC/mL. A partir desta suspenséo foi

realizada uma dilui¢do ao décimo de forma a padronizar o inoculo em 107 UFC/mL.

4.3 Agentes antimicrobianos e monoterpenos

Os agentes antimicrobianos selecionados para este estudo foram: Ampicilina (Agila),
Gentamicina (Hipolabor), Linezolida (Pfizer) e Vancomicina (Antibioticos do Brasil - ABL).
Estes foram pesados analiticamente e solubilizados em &gua, de forma a obter uma solucédo
estoque de concentragéo 2048 pg/mL.

O critério de resisténcia foi definido para cada agente antimicrobiano com base no que
preconiza o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) 2011: ampicilina (CIM >
16pg/mL); vancomicina (CIM > 32pg/mL); linezolina (CIM > 8ug/mL) e gentamicina (CIM
> 500 pug/mL) (CLSI, 2011).

O citral cujo grau de pureza ¢ (>96%) e linalool (>97%) (Sigma Aldrich) foram
incluidos neste estudo. Apds pesagem analitica estes monoterpenos foram solubilizados em um
sistema composto por etanol/tween 80/agua, de forma a obter uma solucdo de 4096 pg/mL.
Todas as solugdes estoque foram esterilizadas por filtragdo em membrana Milipore® de 0,22um
de porosidade. De acordo com Aligiannis et al., 2001 e Sartorato et al., 2004, uma forte
atividade do antimicrobiana é dada para valores de CIM entre 50 - 500pg/mL, atividade
moderada MIC entre 600 - 1500 pg/ mL e atividade fraca acima de 1500 pg/mL

Um controle do sistema de solvente, etanol/tween 80/agua, foi incluido para assegurar

que este sistema ndo possuiu atividade intrinseca sobre os enterococos avaliados.
4.4 Determinacdo da Concentracgéo Inibitoria Minima (CIM)
Para determinacédo da CIM foi utilizado o método de microdiluicdo em placa de 96 pocos

preconizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011), com algumas

modificagdes (figura 2).
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DiluicOes seriadas dos agentes antimicrobianos juntamente com uma cepa de
Enterococcus faecalis foram incubadas em caldo Mueller-Hinton.

Em cada coluna da placa foi inoculado 5,0 uL (contendo 10* UFC/poco) de cada uma
das cepas de E. faecalis. As placas foram incubadas a 37°C por 18 horas e apés este periodo a
revelacdo dos resultados da CIM foi realizada através do uso Resazurina usada como um
indicador visual redox que se apresenta na forma azul na sua forma oxidada e rosa na sua forma
reduzida (GALLUCCI et. al., 2009) Em cada pogo das placas foram adicionados e 10 pL de
uma solucdo aquosa a 0,01% de resazurina. As placas foram novamente incubadas por quatro
horas a 37°C. Ap0s esta Ultima incubagdo a presenca de uma colorag¢do rosa nos pocos foi
interpretada como prova negativa do efeito inibitorio do agente antimcrobiano. A Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentra¢do do agente antimicrobiano
expresso em microgramas por mililitro (ug/mL) capaz de impedir o crescimento microbiano,

ou seja, 0 aparecimento da coloragao rosa.

4.5 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima

A determinagdo da concentracéo bactericida minima (CBM) foi realizada, utilizando-se
0 método proposto por Courvalin et al. (1985).

Apos a determinacdo da CIM, os pocos onde ndo foram visualizados crescimento foram
agitados vigorosamente, e em seguida 0,01 mL do cultivo foi semeado em placas de Petri
contendo o0 meio Mueller-Hinton solido. As placas foram incubadas a 37° C por 18-24 horas. A
CBM foi definida como a menor concentracdo do antibiético capaz de eliminar 99,9 % da
populacéo inicial (figura 2).

O monoterpeno que apresentou maior atividade antienterococica foi selecionado para as

préximas avaliacoes.
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Figura 2 - Determinacdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM) de monoterpenos e dos agentes antimicrobianos.
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4.6 Interacdo entre citral e agentes antimicrobianos

O método do tabuleiro de xadrez (checkerboard) foi utilizado para o estudo da interacdo
entre o citral e os agentes antimicrobianos (KROGSTAD & MOELLERING, 1991).

Através dos valores obtidos da CIM, foram preparadas solucdes de agentes
antimicrobianos e do citral em caldo Mueller Hinton de forma a obter concentracdes
subinibitdrias que variaram de 0,5 CIM a 0,0004 CIM e de 0,5 CIM a 0,007CIM para agentes
antimicrobianos e citral respectivamente. Nos pogos da placa de microdiluicdo, foram
depositadas na orientacdo horizontal 100 pL das solugdes dos agentes antimicrobianos e na
orientagéo vertical 100 pL da solucdo de citral (figura 3). Em cada pogo foi inoculado 5 pL da
suspensdo bacteriana padronizada em uma concentragdo final de 10* UFC/pogo.

A interacdo entre as os agentes antimicrobianos e o citral foi determinado pelo indice
da Concentragdo Inibitdria Fracionada (FIC Index) obtido pela seguinte equacdo: (CIM do
agente antimicrobiano associado ao citral/CIM do agente ) + (CIM do citral associado ao agente
antimicrobiano/CIM do citral).

Valores do FICI < 0,5 foram interpretados como uma interagdo sinérgica total; 0,5 <

FICI<0,75 um sinergismo parcial. Uma interagdo indiferente quando os valores do FICI foram
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entre 0,75 <FICI <2,0 e um efeito antagénico quando FICI foi maior que 2,0 (FADLI et. al.,
2012).

Com os resultados dos FICs individuais foram construidos isobologramas (KROGSTAD
& MOELLERING, 1986).

Figura 3. Representacgdo grafica da técnica do tabuleiro de xadrez (Checkerboard method).
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade antimicrobiana do citral, linalol e agentes antimicrobianos

Os valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) citral, linalol e dos agentes antimicrobianos frente a dez cepas de Enterococcus

faecalis estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida Minima de citral,
linalol e agentes antimicrobianos frente a cepas de Enterococcus faecalis multidroga
resistentes.

Enterococcus CIM/CBM (ug/mL)
faecalis VAN AMP GENT LNz CIT LIN

LFBM EF 03 256/1024  04/04 32/32 04/08  2048/2048 2048/2048
LFBM EF 06 512/1024 04/04 32/32 02/04  1024/1024 2048/2048
LFBM EF 07 512/2048  256/256 32/32 02/04  1024/1024 1024/1024
LFBM EF 09 256/1024 04/04 16/32 02/04  1024/1024 2048/2048
LFBM EF 11  512/1024  256/256 32/32 02/04 1024/1024 1024/1024
LFBM EF 12  256/1024 04/04 32/32 04/08  1024/1024 2048/2048
LFBM EF 13 512/512 32/32 512/512  04/08 1024/1024 2048/2048
LFBM EF 14  256/1024 04/04 32/32 04/08 1024/1024 2048/2048
LFBM EF 15 256/1024 04/04 32/32 04/08  1024/1024 2048/2048
ATCC 29212 4/8 04/04 64/64 04/08  1024/1024 2048/2048
ATCC 51299  128/256 04/04 512/512  04/08 2048/2018 4096/4096

LFBM EF: Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos Enterococcus
faecalis;

ATCC: American Type Culture Collection;

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; CBM: Concentracdo Bactericida Minima;

AMP: Ampicilina (CIM >16 ng/mL); GET: Gentamicina (CIM > 500 pg/mL); LNZ: Linezolida
(CIM >8 pg/mL); VAN: Vancomicina (CIM > 32 pg/mL); CIT: Citral; LIN: Linalol (CLSI,
2011)

Todas as cepas de E. faecalis isoladas de hemoculturas apresentaram resisténcia

frente & vancomicina, principal agente terapéutico utilizados em infecgdes enterocécicas de



37

origem nosocomial. E. faecalis ATCC 29212 mostrou-se sensivel a acdo deste glicosideo. Os
valores da CIM para a vancomicina variaram de 128 — 512 pg/mL.

De todas as cepas de enterococos avaliadas, trés mostraram-se resistentes a ampicilina
(LFBM EF 07, LFBM EF11 e LFBM EF 13). Destas, as cepas de E. faecalis LFBM EF 07 e
LFBM EF 11 apresentaram ser mais resistentes a este -lactamico quando comparadas a E.
faecalis LFBM EF 13.

Todas as cepas mostraram-se sensiveis a gentamicina exceto E. faecalis LFBM EF13 e
E. faecalis ATCC 51299 cujo valores de CIM foram superiores a 500 pg/mL.

Todas as cepas de enterococos avaliadas mostraram-se sensiveis a linezolida, agente
antimicrobiano que atua inibindo a sintese proteica.

Citral e linalol mostraram valores de CIM entre 1024 e 2048 pg/mL contra todas as
cepas de E. faecalis avaliadas. Embora este valores sejam altos eles sdo iguais a concentracao
bactericida minima o que caracteriza estes monoterpenos como moléculas de caréater
bactericida. O citral mostrou uma atividade antimicrobiana superior ao linalol em uma
concentracdo sendo esta escolhida para a segunda parte deste trabalho.

As cepas E. faecalis LFBM EF 07, LFBM EF 11, LFBM EF 13 e LFBM ATCC 51299
foram resistentes a maior parte dos agentes antimicrobianos avaliados e foram selecionadas
para 0 estudo da interacdo entre citral e a vancomicina, citral e ampicilina ou citral e

gentamicina.

5.2 Determinacdo in vitro da atividade sinérgica

Os valores da CIM, do indice FIC e da reducdo dos valores da CIM obtidos para as
associagOes citral/vancomicina, citral/ampicilina e citral/gentamicina sobre LFBM EF 07 e
LFBM EF 11, LFBM EF13 e ATCC 51299 estdo apresentados na tabela 3

As concentracBes sub-inibitdrias do citral (< 1024 pg/mL) aumentaram a atividade
antibacteriana da vancomicina e ampicilina, porém ndo apresentou nenhuma alteracdo nos
valores da gentamicina.

A combinacéo de citral e vancomicina apresentaram os menores valores de FICI que
variaram de 0,1250-0,25. A atividade sinérgica foi detectada por uma diminuicdo de até 6
diluicdes o valor da CIM dos agentes antimicrobianos na combinacéo e determinado pelo FICI
<0,1563 na cepa EF 07. A cepa ATCC 51299 apresentou o menor FICI (0,125) resultando em
uma diminuigéo de 5 dilui¢des o valor individual da CIM do citral (2048- 128 pg/mL) e da
vancomicina (128 — 8 pug/mL).
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Ampicilina quando em combinacéo com o citral também sofreu igual alteracdo em sua
CIM para as duas cepas testadas. Os valores de FICI para a combinagéo foram de 0,5 com uma
diminuicdo de trés vezes o valor da CIM da individual da ampicilina (256-64 pg/mL).

Nenhuma alteracdo nas CIM individuais foi vista quando realizada a combinacéo entre
Citral e Gentamicina, apresentando valor de FICI= 2 caracterizando um efeito sinérgico
indiferente.

Todos os resultados também podem ser vistos nos graficos de Isobologramas (figuras 4,
5e6).
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Figura 4. Isobolograma revelando o efeito sinérgico do citral em associacdo com vancomicina
frente a Enterococcus faecalis LFBM EF 07(A), E. faecalis LFBM EF 11(B), E. faecalis

LFBM EF13 (C) e E. faecalis ATCC 51299 (D).
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Figura 5. Isobolograma revelando o efeito sinérgico do citral em associagdo com ampicilina
frente & Enterococcus faecalis LFBM EF 07(A) e E. faecalis LFBM EF 11(B).

1 A 17 B
g g
S S
: £,
e . )5
E 0,5 £
©) O
o o
O T T 0 T T
0 0,5 1 0 0,5 1
FIC Citral FIC Citral

Figura 6. Isobolograma revelando o efeito sinérgico do citral em associacdo com gentamicina
frente a Enterococcus faecalis LFBM EF 13(A) e E. faecalis ATCC 51299 (B).
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Tabela 3. Associacgéo do citral com ampicilina, gentamicina ou vancomicina frente a cepas LFBM EF 07, LFBM EF 11, LFBM EF 13 e
ATCC 51299 de Enterococcus faecalis multirresistentes.

CIM CIM FIC FIC
Enterococcus Associacao individual  da associagao Individual index Interpretagdo % reducdo CIM
faecalis (Mg/mL) (ng/mL) (FICI)

CIT + VAN 1024/512 128/16 0,1250/0,0313 0,1563  Sinergismo total 87,5000/96,8750
LFBM EF 07 CIT + AMP 1024/256 256/64 0,2500/0,2500 0,5000  Sinergismo total ~ 75,0000/75,0000

CIT + GEN - - - - - -

CIT + VAN 1024/512 128/64 0,1250/0,1250 0,2500  Sinergismo total 87,5000/87,5000
LFBM EF 11 CIT + AMP 1024/256 256/64 0,2500/0,2500 0,5000  Sinergismo total 75,0000/75,0000

CIT + GEN - - - - - -

CIT + VAN 1024/512 128/64 0,1250/0,1250 0,2500  Sinergismo total ~ 87,5000/87,5000
LFBM EF 13 CIT + AMP - - - - - -

CIT + GEN 1024/512 1024/512 1/1 2 Indiferente 0/0

CIT + VAN 2048/128 128/8 0,0625/0,0625 0,1250  Sinergismo total ~ 93,7500/93,7500
ATCC 51299 CIT + AMP - - - - - -

CIT + GEN 2048/512 2048/512 1/1 2 Indiferente 0/0

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; FIC: Concentracéo Inibitéria Fracionada; FICI: Indice da Concentragdo Inibitdria Fracionada;

AMP: Ampicilina; GEN: Gentamicina; VAN: Vancomicina; CIT: Citral
% reducéo CIM: (CIM individual- CIM combinacdo) x100/CIM individual
LFBM EF: Laboratorio de Fisiologia e Bioguimica de Micro-organismos Enterococcus faecalis

ATCC: American Type Culture Collection
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6. DISCUSSAO

Enterococcus faecalis estdo entre as maiores causas de infec¢des hospitalares no mundo.
Podem atuar como patdgenos oportunistas em pacientes com o sistema imunoldgico
comprometido. A partir deste quadro podem causar sérias complicacdes como septicemias,
endocardites, meningites.

Essas bactérias sdo naturalmente resistentes a grande ndmero de agentes
antimicrobianos e por serem reservatorio de genes de resisténcia, comprometem a sobrevida de
pacientes hospitalizados. A principal forma de tratamento clinico € feito através da utilizacéo
de glicopeptideos, em especial, a vancomicina. Em casos mais graves, sdo utilizadas as
combinacéo sinérgica de agentes antimicrobianos que atuam na parede celular (glicopepitideos
e beta-lactdmicos) com os inibidores da sintese proteica, os aminoglicosideos (geralmente,
gentamicina) (ARIAS et al., 2007; GIRIDHARA UPADHYAYA, RAVIKUMAR e
UMAPATHY, 2009; WOODFORD e LIVERMORE, 2009).

O fato acima descrito é um desafio para os clinicos na terapia as infeccdes causadas por
cepas resistentes a estas classes de medicamentos. Diante disso ha necessidade da pesquisa e
desenvolvimento de novas moléculas e/ou novas associacOes terapéuticas eficazes que auxiliem
ao combate dessas infeccBes cujo tratamento € limitado a poucos agentes antimicrobianos
(PALANIAPPAN e HOLLEY, 2010).

Terpenos estdo presentes na constituicdo de plantas, principalmente na composicdo de
Oleos essenciais. O alto potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais € dado principalmente
pela sua vasta composicdo em terpenos (FADLI et. al., 2012). A acdo dos constituintes
individuais dos 6leos essenciais, em especial dos terpenos, tem sido amplamente estudada
(BELLETTI etal., 2010). De uma forma geral, os terpenos sdo baratos, estaveis quimicamente,
abundantes em varios produtos naturais e considerados seguros para a utilizacdo terapéutica.
(ECHEVERRIGARAY et al., 2008a).

Os monoterpenos séo caracterizados por possuirem cadeias curtas de carbonos (Cio) e a
determinacéo de sua atividade antimicrobiana foram objeto do presente trabalho. Neste estudo
foi avaliado o potencial antimicrobiano de citral e linalol contra cepas de Enterococcus faecalis
(VRE) e suas interagdes com aminoglicosideos, beta-lactamicos, glicopeptideos.

Nossos resultados corroboram com os relatados da literatura podemos considerar que
citral (1024 pg/mL) tem uma atividade moderada enquanto linalol (2048 pg/mL) possui uma
fraca atividade frente & cepas de E. faecalis multidroga resistentes segundo a classificacdo de

com Aligiannis et al., 2001 e Sartorato et al., 2004. Resultado que confirma a demonstragéo da
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atividade desses dois monoterpenos sobre E. faecalis em testes de disco difusdo (FISHER e
PHILLIPS, 2009). Estudos sobre a interacdo dessas moléculas frente & VRE sdo inexistentes.

Citral e Linalol ja demonstraram atividade antibacteriana frente a Escherichia coli,
Bacillis subtilis e Staphylococcus aureus (ONAWUNMI et al., 1984). Stevens, em 1970
também demonstrou que Citral inibiu o crescimento de Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus, porém ndo houve nenhuma inibicdo de crescimento quando seus dois isémeros
funcionais, neral e geranial, foram usados isoladamente, provando mais uma vez que existe uma
interacdo entre essas moléculas para provar seu potencial antimicrobiano. Vapor de Citral e
Linalol também demonstram efeito inibidor no crescimento de cepas de L. monocytogenes, B.
cereus, S. aureus (FISHER e PHILLIPS, 2006).

A maioria dos metabdlitos secundarios de plantas tem atividade antimicrobiana fraca.
Apesar desta observacdo, eles sdo capazes de combater infec¢bes causadas por fungos e
bactérias. Assim, parece que as plantas adotam mecanismos sinérgicos entre seus compostos
bioativos (WAGNER et al., 2009).

Estudos in vitro tém mostrado que os componentes de 6leos essenciais, tais como o
carvacrol, timol, eugenol, cinamaldeido e acido cinamico pode ter um efeito sinérgico contra
bactérias quando usado em combinag¢do com antibiéticos.

Zanini et al. em recente estudo (2014), demonstraram a atividade sinérgica do citral em
combinagdo com agentes antimicrobianos frente a Listeria monocytogenes e Listeria innocua.

As interacdes dos terpenos e agentes antimicrobianos foram avaliadas contra uma
variedade de microorganismos resistentes. Estes estudos ndo sdo exclusivos para os extratos,
uma vez que as combinacdes eficazes entre um Unico composto ou Oleos essenciais e
antimicrobianos convencionais tém sido publicados recentemente (DUARTE et al., 2012,
FADLI etal., 2012, ZANINI et. al., 2014).

Citral potencializou a atividade antibidtica da vancomicina reduzindo em até seis
diluicbes a sua concentracdo inibitéria minima. Para a ampicilina, sua atividade também foi
potencializada, sendo sua CIM reduzida em 3 diluigdes.

Para as duas cepas que apresentaram resisténcia a gentamicina, a combinagdo com o
citral ndo demonstrou nenhuma diminuicdo na atividade antimicrobiana de ambos os agentes,
tendo sido obtido valor de FICI= 2, caracterizando-se como um efeito de atividade indiferente
para esta combinacdo, sugerindo-se assim que seu mecanismo de a¢do nao esteja ligado ao
mesmo sitio da gentamicina na inibigdo da sintese de proteinas nos enterococos

Terpendides com grupos funcionais como fendis, alcoois e aldeidos mesmo que em

pequenas concentracdes sdo capazes de interferir com a integridade da membrana ou se
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associarem com proteinas enziméaticas (KNOBLOCH et al., 1988). Em geral, a atividade
antimicrobiano de um composto aumenta com a presen¢a de um atomo de oxigénio contendo
um grupo funcional, indicando uma relacdo entre estrutura e atividade bioldgica
(ECHEVERRIGARAY et al., 2008a). A atividade antimicrobiana da maioria dos terpendides
esta ligada aos seus grupos funcionais, e demonstrou-se que o grupo hidroxila de terpendides
fendlicos e a presengca de elétrons deslocalizados sdo importantes para a atividade
antimicrobiana (HYLDGAARD et al., 2012). Eles combinam-se com os grupos carregados das
membranas bacterianas, aumentando assim sua permeabilidade (FADLI et. al., 2012).

Citral e linalol mostraram que seu mecanismo de agdo € dado pelo rompimento da
parede de celular em E. faecalis e E. faecium (FISHER e PHILLIPS, 2009). Somolinos et. al.
(2010) viu que citral causa lesdes subletais nos envelopes celulares de Escherichia coli e para
0 uso em preservacdo de alimentos se aconselha o uso e combinacdo com outros métodos
antimicrobianos para aumentar sua atividade bactericida, como calor, campo elétrico pulsado e
alta pressdo hidrostatica.

Pelo fato do citral ter demonstrado atividade moderada quando utilizado isoladamente
e ter demonstrado um grande efeito sinérgico apenas com agentes antimicrobianos que
interferem na estrutura da parede celular, vancomicina e ampicilina, sugere-se que sua atividade
antimicrobiana esta ligada ao aumento da permeabilidade da parede celular para essas
substancias.

O efeito sinérgico entre produtos naturais e agentes antimicrobianos € uma area de
pesquisa fitomédica com uma perspectiva para o desenvolvimento de novas drogas. Devido ao
aumento de prevaléncia de microrganismos resistentes a multiplas drogas, testes de sinergismo
usando véarias combinacdes de fitoquimicos com agentes antimicrobianos pode ser uma
ferramenta poderosa para ajudar a selecionar um tratamento antimicrobiano mais eficaz e
menos toxico (HEMAISWARYA et al., 2008, WAGNER et al ., 2009).
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7. CONCLUSOES

Os monoterpenos citral e linalol demonstram moderada atividade antimicrobiana frente
a cepas multirresistentes de E. faecalis, tendo, porém o citral demonstrado maior atividade.

Combinagdes de Citral com o glicopeptideo Vancomicina em suas respectivas CIM e
concentragOes sub-inibidoras para quatro micro-organismos de E. faecalis multiresistentes
apresentaram atividades sinérgicas assim como para a combinacédo de Citral e Ampicilina para
duas cepas multirresistentes. Ndo foi demonstrado nenhum perfil sinérgico para a associacao
de citral e gentamicina.

Os resultados demonstram que o citral combinado com antimicrobianos que atuam na
parede celular, como vancomicina e ampicilina agem sinergicamente inibindo cepas de E.
faecalis multirresistentes.

Estudos devem ser realizados in vivo, para estabelecer previamente seu uso clinico.
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